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Uber die Regeneration von Saccharase aus gewissen 
Tragern. 


Vou 
A. Fodor und Chasuva Epstein. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriiischen Universitit 
in Jerusalem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1927.) 


Friiher besprochene Erscheinungen hatten uns zu der Auf- 
fassung gefiihrt, daB im Falle der in Hefemaceraten enthaltenen 
Peptidase das Fermentsystem aus zwei Teilen besteht: einer 
spezifisch wirksamen Substanz oder Gruppierung, welcher wir 
den Namen ,,zymohaptische Substanz (zy. 8.) gaben, und einem 
unspezifischen und auswechselbaren T'riger. Die zymohaptische 
Substanz ist fiir sich allein nicht existenzfaihig; von ihren 
Eigenschaften kennen wir keine anderen als eben ihre spezi- 
fische fermentative Wirksamkeit. 

Als wesentlich fiir das Zustandekommen der Ferment- 
reaktion lernten wir die Ubertragbarkeit der zymohaptischen 
Substanz auf verschiedene Traiger ansehen. Wir hatten, in 
Anlehnung an die von mehreren Forschern, besonders von 
Willstitter und von H. v. Euler angewandten Methoden der 
priparativen Reinigung von Fermenten, aus Hefemaceraten 
Adsorbate an Kaolin hergestellt, in welchen sich die Peptidase 
mit ihrem genuinen T'riger, dem Protein, vergesellschaftet vor- 
fand. Aus diesen Adsorbaten konnte die Peptidase unter Zuriick- 
lassung des genuinen Triigers durch eine Glykokollésung heraus- 
gelést werden. Diese Glykokolleluate enthielten kein fillbares 
EiweiB mehr, gaben dagegen noch geringe Farbreaktionen, wie 
die Glyoxylprobe. Bei Dialyse und Ultratiltration ging die 
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Peptidasewirksamkeit véllig verloren. Ks muBbte also angenommen 
werden, daf die zymohaptische Substanz an die Molekiile des 
Glykokolls verankert — auf welche Weise, entzieht sich vor- 
laufig der Beurteilung —, aber nicht dialysierbar war, so dab 
sie bei Entfernung des Glykokolls auf diesem Wege zuriick- 
bleb und, da in aktiver Form selbstiindig nicht existenzfahig, 
ihre Wirksamkeit verlor. Ohne Vorhandensein der erwihnten 
Farbreaktionen konnte das Auftreten der Peptidasewirkung 
niemals beobachtet werden; natiirlich liBt sich nichts dartber 
aussagen, ob diese Reaktionen etwa noch vorhandenen Spuren 
des genuinen Triigers oder der zymohaptischen Substanz selbst 
zukommen.') 

Wie friiher nachgewiesen wurde”), findet bei der erst teil- 
weisen, dann vélligen Ablésung der zymohaptischen Substanz 
von ihrem genuinen und ihrer Ubertragung auf einen artefakten 
Traiger eine Vermehrung der Aktivitait statt. Trug man nim- 
lich in das urspriingliche Macerat bestimmte Mengen Kaolin 
ein, welche zur Aufnahme der Gesamtaktivitit nicht ausreichten, 
und filtrierte, so war die Summe der Aktivitaten von Adsorbat 
und Filtrat gréBer als die Aktivitit des Macerates. Wurde 
nun das Adsorbat mit Glykokoll eluiert, so war das Eluat 
stark aktiv, wihrend die Aktivitit des Adsorbates kaum ver- 
mindert wurde; es fand also ein betrachtlicher Zuwachs statt. 
Wir machten uns zur Erklarung dieser ,,Elutionsaktivierung“ 
folgendes Bild von den Vorgingen. Im Macerat, das die Zell- 
bestandteile der Hefe zum Teil bereits in alterierter Form 
enthalt und sich beim Stehen durch fortschreitende Autolyse 
weiter veriindert, findet sich die zymohaptische Substanz teil- 
weise noch an den genuinen Trager, teilweise bereits an elu- 
ierend wirkende Abbauprodukte, wie Peptone, Aminoséuren 
oder dergleichen, verankert. Das Kaolin adsorbiert zunichst, 
oder, da im UnterschuB zugegeben, mehr oder weniger aus- 
schlieBlich, das genuine System unter Auflockerung der Bin- 





1) A. Fodor u. R.Schénfeld, Diese Zs. Bd.160, S. 169 (hier 
Literaturangaben), (1926), sowie A. Fodor, Vortrag auf der Tagung der 
Kolloid-Chemischen Gesellschaft 1926, Kolloid-Zs. Bd. 40, 8. 234. 

*) Fodor u. Schonfeld, a. a. O. 
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dung zwischen zymohaptischer Substanz und Trager. Diese 
Auflockerung schafit neue topische Verhaltnisse, die dem Sub- 
strat als Eluens den Zutritt zur zymohaptischen Substanz er- 
leichtern, also Aktivitiitsvermehrung hervorbringen. Ubernimmt 
das Glykokoll von diesem teilweise artefakten System die zymo- 
haptische Substanz, so findet eine weitere topische Umbildung 
statt, wiederum in Richtung der Erleichterung der Ubernahme 
seitens des Substrates. Hier erreicht die Auflockerung bereits 
ihr Maximum, eine weitere Aktivierung konnte nicht erzielt 
werden. 

Das Substrat selbst wirkt ebenfalls als Eluens bzw. als 
Trager der zymohaptischen Substanz. Die Erscheinung der 
Elutionsaktivierung wird hier indessen durch den sofort ein- 
setzenden FermentprozeB verdeckt und mu8 auf anderem Weg 
sichtbar gemacht werden, was wir uns ‘fiir spiitere Versuche 
vorbehalten. 

Willstitter wies nach, daB die Saccharase durch be- 
stimmte Behandlungsmethoden geschwicht werden kann, niim- 
lich durch Einwirkung von verdiinnter Saure oder Lauge wihrend 
bestimmter Zeiten. Gewisse Gedankenginge, auf die wir in 
anderem Zusammenhang spiter zuriickkommen werden, fiihrten 
uns zu der Fragestellung, ob die so bewirkte Schwichung rever- 
sibel ist. Da zur eindeutigen Beantwortung dieser Frage die 
Verhiltnisse in der lebenden Hefezelle zu undurchsichtig sind, 
wandten wir uns zunichst Systemen zu, in denen eine vitale 
Regeneration nicht in Frage kam. Als solche Systeme wihlten 
wir einerseits Macerate, bei denen wiihrend der Maceration 
und auch spiiter schwache autolytische Vorginge Platz greifen, 
andererseits Priparate, die aus dem Produkt durchgreifender 
Autolyse gewonnen sind. Wir beobachteten, wie aus den weiter 
unten mitgeteilten Experimenten hervorgeht, eindeutig folgende 
Erscheinungen. 

Wird ein Hefemacerat mit Schwefelsiure behandelt, so 
verliert es einen Teil seiner Saccharaseaktivitit. Der Grad 
der Inaktivierung steht in Beziehung zu der Konzentration 
und der Kinwirkungsdauer der Siure; im allgemeinen regelten 
wir die Verhiltnisse empirisch so, daB die Aktivitat etwa auf 

1* 
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den halben Betrag herabgedriickt wurde, wenn das Macerat 
alsbald nach genauer Neutralisierung der zugesetzten Siure- 
menge zur Untersuchung gelangte. Wurde ein Teil des Saftes 
nach seiner Neutralisierung 24 Stunden stehen gelassen, so hatte 
die Aktivitit wieder zugenommen, ohne indessen den Wert 
des nicht behandelten Macecrates wieder zu erreichen. Letz- 
teres hatte auch nach 24 Stunden den gleichen Wert wie am 
Vortage. Wir nahmen die gleichen Versuclhe auch in An- 
wesenheit von Fructose vor, wobei wir von folgender Uber- 
legung ausgingen. Es ist aus zahlreichen Untersuchungen, 
insbesondere von Michaelis und yon Euler und ihren Mit- 
arbeitern bekannt, da8 die Hefesaccharase durch Fructose 
spezifisch gehemmt wird. Erklirt wird diese Erscheinung da- 
durch, da& hier eine sterische Spezifitit fiir den Angriff der 
Saccharase auf ihr Substrat vorliegt, wobei die anwesende 
Fructose in Konkurrenz mit dem Robrzucker tritt. Wenn nun 
die Schidigung der Saccharase durch die Siure ebenfalls an 
demjenigen Teil der zymohaptischen Substanz erfolgt, der die 
sterische Spezifitiit bedingt, die Regeneration der Saccharase 
also einfach eine Wiederfreilegung dieser Gruppe bedeutet, so 
muBte die Fructose durch ihre unterstellte hohe Affinitiit zur 
Saccharase, eine Schutzwirkung ausiiben, und dementsprechend 
miiBte die Schiidigung sowohl wie die Regenerierung geringere 
Betrige aufweisen. Wihrend der Behandlung des Macerates 
mit Siure hatte die Fructose eine Konzentration von etwa 
20—23°/,, nach Anstellung zum Versuch 2,)--3,2°/,. Die 
Fructosekonzentration muBte also, unter dem Gesichtspunkt 
der Affinitéten zwischen Ferment einerseits, dem Substrat und 
den Hemmungskérpern andererseits, gegeniiber der Siurekonzen- 
tration zum Schutz des Fermentes voéllig ausreichen. Es zeigte 
sich, daB zum Erreichen der gleichen Schidigung in Gegen- 
wart von Fructose mehr Siure erforderlich ist, wie ohne Fruc- 
tose. Im iibrigen aber verlief die Regeneration ohne bedeu- 
tenden Unterschied gegeniiber der Probe ohne Fructosezusatz. 

In striktem Gegensatz zu diesem Verhalten des Macerates 
stehen die Erscheinungen, die wir an Saccharasepriiparaten aus 


Hefeautolysaten beobachteten. An ihnen ging die Herabsetzung 
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der hydrolytischen Wirkung durch Siure zwar in gleicher Weise 
vor sich, jedoch war ihre Regeneration durch Stehenlassen der 
wiederneutralisierten Liésung niemals festzustellen; im Gegen- 
teil war der Wert der Saccharasewirkung nach 24 Stunden 
meist noch etwas weiter abgesunken. 

Wir verweisen in diesem Zusammenhang auf friihere Beob- 
achtungen von Kuler und Myrbick.!) Sie stellten fest, daf 
bei Vergiftung der Saccharase durch Silberion in der lebenden 
Hefezelle eine spontane Regeneration eintritt, die bei hoch- 
ereinigten Priiparaten ausbleibt. Nach ihrer Erklirung handelt 
s sich um eine sofortige Bindung des Metalls durch das Fer- 
nent, wobei allmihlich die ,Nebenstoffe der lebenden Zelle 
das Silber wieder ,abdriingen“. Sie bringen diese Erscheinung 
in Parallelitit zu dem Danyszeffekt der Toxine. 

Im Eimklang mit den eingangs vorausgeschickten Ausdeu- 
tungen der Peptidaseversuche machen wir uns von den Ver- 
haltnisen der Saccharase-Inaktivierung und ihrer Regeneration 
folgende Vorstellungen. 

Das Macerat der Hefe enthilt einen groBen Teil der Zell- 
bestandteile in ihrer urspriinglichen Form, nur einen kleinen 
Teil bereits durch langsame Autolyse abgebaut. Die in das 
Macerat tibergehende Saccharase (nachweislich nur ein Bruchteil 
der Gesamtmenge) befindet sich dort hauptsichlich an ihren 
genuinen Traiger gebunden; in geringerer Menge haben aber die 
Abbauprodukte der Zellbestandteile bereits eluierend gewirkt, 
d.h. die zymohaptische Substanz iibernommen. Zwischen beiden 
Formen der Fermentverankerung besteht ein gewisses Ver- 
teilungsverhilinis, Bei der praparativen Darstellung der 
Saccharase kann der genuine Trager hingegen als zer- 
stért oder tiefgehend verindert gelten, die zymohaptische 
Substanz des Fermentes ist véllig an sekundire Traiger ge- 
bunden. Wie bereits oben ausgefiihrt, bestehen an den sekun- 
diren bzw. artefakten Trigern andere topische Verhiltnisse, 
als an den genuinen. So, wie die zymohaptische Substanz an 
diesen Trigern zweiter Ordnung der Elution durch das Sub- 
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) Z. exp. Med. Bd. 33, 8. 483 (1923). 
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strat leichter zuginglich ist, so ist sie an ihnen auch schidi- 
genden Hinfliissen starker ausgesetzt. Wir méchten aus diesen 
Uberlegungen heraus hier zwei neue Begriffe einfiihren und 
bezeichnen dasjenige System, wo die zymohaptische Substanz 
an ihren genuinen ‘lriiger gebunden ist, als die zymostabile 
Form, die Bindung an Triger zweiter Ordnung, unter denen 
wir auch das jeweilige Substrat des Fermentes verstehen, als 
die zymolabile Form. Die zymostabile Form ist hiufig die 
schwicher aktive, wie oben ausgefiibrt wurde, wihrend die 
zymolabile die zymohaptische Substanz in gré8erer dynamischer 
Bereitschaft hilt. 

In Maceraten haben wir es also mit einem Gemenge beider 
Formen zu tun. Kine partielle Schidigung des Fermentes 
greift nun zuerst die zymolabile Form an. Wird die Ursache 
der Schidigung beseitigt, so wirken die im Macerat sich nach- 
bildenden bzw. noch nicht mit zymohaptischer Substanz ge- 
sittigten Abbauprodukte allmihlich wieder eluierend und fiihren 
neue Anteile des Fermentes aus der zymostabilen in die zymo- 
labile Form iiber, ein Vorgang, der als ,,Regeneration” in Er- 
scheinung tritt. Da es aber wahrscheinlich ist, daB bei Vor- 
nahme der Inaktivierung auch ein T'eil der zymostabilen Form 
in Mitleidenschaft gezogen wurde, so erreicht die regenerierte 
Aktivitat nicht mehr den vollen Betrag der urspriinglichen. 

In den aus Autolysaten gewonnenen Priiparaten wird da- 
gegen die zymohaptische Substanz so gut wie ausschlieBlich 
auf sekundire Traiger iibertragen, d. h. in die zymolabile Form 
iibergefiihrt. Wird durch die Inaktivierung hiervon ein Teil 
vernichtet, so stehen keine Reserven an zymostabiler Iorm 
mehr zur Verfiigung, aus denen die zymolabile regeneriert werden 
kénnte. Der Betrag der Inaktivierung wird also nicht geringer; 
daB er sogar um ein geringes gréBer werden kann, mu8 auf 
Schidigungen sekundiirer Art zuriickzufiihren sein, die sich 
vorliufig unserer Beurteilung entziehen; ihre andersartige Natur 
wird dadurch erwiesen, da® Fructose diesen ProzeB aufhiilt. 

Die Form der Zeit-Umsatzkurven der geschwichten Saccha- 
rase deutet darauf hin, daB im Anfang der Kinwirkung des 
Substrates auf das Ferment noch eine weitere Regeneration 
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stattiindet. Wihrend fiir die normale Saccharase die Kurven 
im allgemeinen bis zu einem Punkte, der zwischen 50 und 
65°/, Umsatz liegt, linear verlief und dann begann, sich gegen 
die Abszisse zu neigen (vgl. Fig. ! im experimentellen Teil’, 
zeigten die Kurven der geschwichten Saccharase zu Anfang 
eine deutliche Neigung gegen die Ordinate, und zwar sowohl 
bei Maceraten, wie bei den nach Autolyse gewonnenen Prii- 
paraten. Entfernt sich also schon die normale Kurve von der 
durch die Formel der monomolekularen Reaktion geforderten 
Form, so ist diejenige der geschwiichten Saccharase gewib eine 
autokatalytische und deutet auf Regeneration des Fermentes 
hin, die durch Elution der zymohaptischen Substanz durch das 
Substrat zu erklaren wiire. Wir hiitten also in diesem Aggregat 
Substrat-zymohaptische Substanz den iuBersten Fall der zymo- 
labilen Form vor uns, die gleichzeitig am labilsten und am 
aktivsten ist, 

Unsere Uberlegungen werden durch die Erscheinung ge- 
stiitzt +), daB die Peptidaseaktivitit von Autolysaten beim Altern 
zunimmt. Man vermutete, daS sich im Autolysat ,,Hemmungs- 
kérper® vorfinden, die durch die vor sich gehenden fermen- 
tativen bzw. chemischen Prozesse des Systems verschwinden 
und nunmehr der Peptidase nicht mehr im Weg stehen. Wir 
clauben, daB diese Vorstellung abwegig ist, und nehmen viel- 
mehr an, da es die fortschreitende Ausbildung der zymolabilen 
Horm ist, der die Aktivititsvermehrung zuzuschreiben ist. 

Noch eine weitere Krscheinung glauben wir an dieser Stelle 
in den Kreis unserer Betrachtungen einfiigen und durch unsere 
Vorstellungen zwanglos ausdeuten zu kénnen: die Bildung bzw. 
Vermehrung der Saccharase in der lebenden Hefezelle, Nach 
Mffront?) beeinfluBt reichliche Ernihrung der Hefe mit Hiweib- 
abbauprodukten die Saccharasebildung giinstig. Ks kénnte in 
diesem Fall vielleicht auf eine tatsiichliche Neubildung des 
Fermentes geschlossen werden. Anders liegen die Verhilt- 
nisse bei den Beobachtungen yon Euler. In einer Arbeit mit 
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') Abderhalden u. Fodor, Fermentforschung Bd. 1, S.533, und 
zwar 8. 547. 
*) Zitiert in Oppenheimer, Die Fermente, 5, Aufl. S. 547. 
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Johansson?) stellt er eine Anreicherung (von ihm als Neu- 
bildung bezeichnet) der Saccharase durch Vorbehandlung der 
Hefe mit Rohrzucker oder Glucose fest, und zwar durch beide 
Zucker gleichmaéBig. Nach 140 Stunden Vorbehandlung schien 
das Maximum der Anreicherung noch nicht erreicht zu sein. 
In einer spiteren Arbeit?) wurde das Maximum schon nach 
25 Stunden erreicht; gleichzeitig wird eine Abnahme der Hefe- 
substanz beobachtet. Junge Hefe reichert stiirker und schneller 
Saccharase an als alte; ein wiederholter Wechsel der Nihr- 
lésung hatte keinen Effekt, vielmehr stellte sich die erreichbare 
Aktivierung schon in der ersten Nahrlésung ein. Spiter®) wird 
festgestellt, daB neben der Steigerung der Saccharaseaktivitat 
auf mehr als das Dreifache eine fiihlbare Schwiichung der Gir- 
kraft durch die Behandlung einhergeht. Hin Zusammenhang 
zwischen dieser Schwiichung und der vorher mitgeteilten Ab- 
nahme der Hefesubstanz wird nicht gesucht, kénnte aber ver- 
mutet werden. SchlieBlich beobachtet Kuler*), da8 nicht nur 
die zur Titigkeit der Saccharase in Beziehung stehenden Zucker 
deren Stimulierung bewirken, sondern auch Mannose. Nachdem 
friiher festgestellt war, daB in der Hefe Galaktase durch Vor- 
behandlung mit Galaktose spezifisch hervorgebracht bzw. an- 
gereichert werden kann, kommt Euler zu einer Unterschei- 
dung von ,,spezifischer und genereller Enzymbildung“, wobei 
letzterer Fall durch die Saccharase verwirklicht wird. 

Nach unserer Auffassung findet in den unter ,,genereller 
Enzymbildung subsumierten Fallen keine Neubildung von 
Ferment statt; dagegen spricht unter anderem die Abnahme 
der Hefesubstanz. Vielmehr wird die Saccharase durch die 
Behandlung der Hefe in eine zymolabile Form iibergefihrt, in 
der sie zu gréBerer, d.h. schnellerer Wirksamkeit kommt. Denn 
gemessen wird ja nur die Reaktionsgeschwindigkeit, aus der 
lediglich riickgeschlossen wird da die Fermentmenge sich 





!) Diese Zs. Bd. 76, S. 388 (1911). 

*) Euler u. Meyer, Diese Zs. Bd. 79, 8. 274 (1912). 

3) Euler u. Johansson, Diese Zs. Bd. 84, S. 97 (1913). 
*) Euler u. Cramér, Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 467 (1914). 
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vermehrt haben miisse; im Grunde entbehrt die Voraus- 
setzung des Beweises, da8 verschiedenen Aktivititen 
auch verschiedene Ferment-,,Mengen“ entsprechen. 
Der ganze Vorgang wire also als ,,Reizung“ anzusehen, als 
Labilisierung des Fermentes, dessen zymohaptische Substanz 
eluiert, d. h. auf einen artefakten Trager iibertragen wird, von 
dem aus sie leichter zur Wirksamkeit gelangt. 

Kine von einem yon uns?) friither gemachte Beobachtung 
glauben wir ebenfalls in diesem Zusammenhang schiirfer fassen 
zu kinnen. Das Peptidasesystem der Hefe kann aus seinem 
ersten Adsorbat an Kaolin durch Glykokoll nur in neutraler, 
nicht in saurer Liésung eluiert werden. Es ist anzunehmen, 
daB die Elution in saurer Lésung zwar auch statifindet, dab 
hierbei aber die zymolabile Form, d.h. die an Glykokoll ver- 
ankerte zymohaptische Substanz, durch die Saure vernichtet 
wird, wihrend sich am Adsorbat weiterhin eine zwar aufgelockerte, 
aber doch noch zymostabile Form vorfindet, da ja der genuine 
Triiger im ersten Adsorbat mit adsorbiert wird. 

Wir sehen in den jetzt mitzuteilenden Versuchen eine 
neue Stiitze der friiher ausgesprochenen Anschauungen iiber 
die Fermentwirkung durch Elution. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuche mit Hefemaceraten. 


Die Maceration der Hefe wurde nach E. Fischer’) her- 
gestellt. Wir verwandten luftgetrocknete Oberhefe aus der 
PreBhefefabrik Olmiitz-Hatschein. Im allgemeinen wurde ein 
Teil Hefe in 15 Teilen Wasser aufgeschwemmt und unter Zu- 
satz von etwas Thymol 15 Stunden im Brutschrank bei 37° C 
belassen; danach wurde klar filtriert. 

Die Abschwichung der Saccharase erfolgte durch Zusatz 
wechselnder Mengen von Schwefelsiure, die nach ebenfalls 


!) Fodor u, Schiénfeld, a. a. O. 
2} Chem. Ber. Bd. 27, S. 2985 (1895). 
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wechselnden Zeitabstinden genau mit Natronlauge neutralisiert 
wurde. Von dem so behandelten Macerat wurde jeweils ein 
Teil sofort zum Versuch angestellt, ein gleich groBer bei 
Zimmertemperatur 24 Stunden stehengelassen und sodann zur 
Anwendung gebracht. 

Als Kontrolle dienten gleiche Teile des nicht mit Siiure 
behandelten Macerates unter entsprechenden Bedingungen. An- 
fangs fiigten wir den Kontrollversuchen eine Menge von Natrium- 
sulfat hinzu, die der neutralisierten Schwefelsiiure gleichkam. 
In spiteren Versuchen nahmen wir hiervon Abstand, da irgend- 
welcher KinfluB des Salzes nicht festzustellen war. 


I. Macerationssaft. 


a) 40ccm Macerat mit 10ccm Wasser. 
b) 40ccm Macerat mit 10 ccm n/1-H,SQ,. 


Beide Lésungen wurden 30 Minuten im Brutschrank auf- 
bewahrt, darauf zu a) weitere 10ccm Wasser, zu b) 10 ccm 
n/1-NaOH zur genauen Neutralisation hinzugefiigt. 


Nr.1. 8ccm der Loésung a), 50 ccm einer etwa 32°/, igen 
Saccharoselésung, mit m/15-KH,PO, (p,,=5) auf 100 ccm auf- 
gefiillt. 

Nr. 2. 8ccm der neutralisierten Lésung b‘, sonst wie Nr. 1. 
Nr.1 und Nr.2 wurden sofort nach der Neutralisierung der 
Lésung b) angestellt (Tab. 1). Nach 24 Stunden wurden Nr. 3 
wie Nr.1, Nr.4 wie Nr.2 zum Versuch verwandt (Tab. 2). 


Tabelle 1. 





Zeit Invertierte Saccharose in °/, 
° N . on — - ~ _ a ——E _ —— : — _- 
in Minute Nr] | Np. 2 
30 15,3 5,8 
60 33. 13,7 
90 52,3 22,4 
120 69,9 32.1 
180 91,0 51,5 | 
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Tabelle 2. 








Zeit Invertierte Saeceharose in ° 
in Minuten Nr. 3 | Nr. 4 
30 19,5 10,8 
60 85,0 21,1 
90 52,6 33,3 
120 66,0 43,8 
150 78,2 54,2 
180 87,3 64,9 





Die Gegeniiberstellung von Nr.1 und Nr.3 zeigt, da8 die 
Tatigkeit der Saccharase im normalen Macerationssaft nach 
24 Stunden annithernd die gleiche geblieben ist, wie im friiheren 
Zustand. 

Demgegenitiber weist der Versuch Nr.4+ im Ver- 
gleich zu Nr.2 eine deutliche Mrhéhung auf; der An- 
fangswert von Nr.+ nach 30 Minuten ist um 98,4°/. hoher, 
als der entsprechende Wert von Nr.2; nach 180 Minuten be- 
trigt die Erhéhung noch 26°/,. 


Il. Macerationssaft in Gegenwart von Fructose. 


a) 40ccm Macerat, 16g Fructose, 20cem H,0. 

b) 40 com Macerat, 16g Fructose, 16 ccm n/1-H,SO,, 
4 ccm H,0O. 

Beide Lésungen werden 30 Minuten im Brutschrank bei 
387° C aufbewahrt; sodann wird Liésung b) mit 16ccem n/1- 
NaOH genau neutralisiert und 4cem Wasser hinzugefiigt; zur 
Lésung a) werden 20ccm Wasser zugegeben. 

Nr.5. 15 ccm der Lésung a), 50 ccm einer etwa 32°/, igen 
Saccharoselésung, mit m/15-K H, PO,-Liésung (p,, = 5) bis 100 ccm 
aufgefiillt. Sofort nach Neutralisation zum Versuch angestellt. 

Nr.6. 15ccm der Lésung b, sonst wie Nr.5 (Tab. 3). 

Nr. 7 wie Nr.5, jedoch wird das Macerat 24 Stunden stehen- 
gelassen. 

Nr. 8 wie Nr. 6, jedoch 24 Stunden nach Neutralisierung 
des Macerats [Lésung b), Tab. 4]. 
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Zeit Invertierter Rohrzucker in °/, 
in Minuten | Ny. 5 | 2. 
0 6CU|l(<i‘irk st hCU$)kSGCk (Gat rrf 
60 32,8 9,1 
90 49,7 13,3 
120 65,1 18,7 
150 17,9 25,2 
180 85,6 80,7 
vel. Fig. 1 
Tabelle 4. 
Zeit Invertierter Rohrzucker in °/, 
in Minuten Nr. 7 Nr. 8 
-  —_— 12,8 5,5 
60 80,5 11,2 
90 47,2 18,7 
120 62,9 27,3 
150 17,2 36,6 
180 86,0 39,1 





Vom gleichen Macerat wurde eine weitere Parallelreihe 
unter etwas geinderten Bedingungen angestellt. 

Nr.9. 5ccm Macerat, 2g Fructose, 1,6ccm Wasser. 

Nr.10. 5ccem Macerat, 2g Fructose, 1,9 ccm n/1-H,SO,. 
Nach !/, Stunde Stehens im Brutschrank wird Nr. 10 mit 1,6 ccm 
n/l-NaOH genau neutralisiert, zu Nr.9 1,6 ccm Wasser hinzu- 
segeben. Beide Versuche werden sofort nach Neutralisation 
angestellt (T'ab. 5). 

Tabelle 5. 














Zei Invertierter Rohrzucker in °/, 
eit 
in Minuten Nr. 9 Nr. 10 * 
30 13,3 | 2,6 
60 24,4 | 6,6 
90 37,9 | 11,2 
120 50,6 | 16,0 
150 62,3 | 22,3 
180 82,2 27,6 
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Nr.11 wie Nr.9, jedoch nach 24 Stunden. 

Nr. 12 wie Nr. 10, 24 Stunden nach der Neutralisation. 
Jeder der vier Versuche wurde mit 40 ccm einer 32°), igen 
Saccharoselisung versetzt und mit Wasser auf 80 ccm aufgefillt 
(Tab. 6). 

Tabelle 6. 























= Invertierter Rohrzucker in ” 
Zeit 
in Minuten Nr. 11 | Nr. 12 
30 12,2 5,2 
60 26,1 | 124 
90 42,8 18,4 
120 58,4 27,6 
150 69,3 34,9 
180 80,0 42.6 
Jnvestierter Rohrzucker in Prazenten 
S 8 x, ¢ & g ae a Te ae ae See 
Nf | | | 
~ St 
ee =e t } 
> i, 
RS in <r 
+e —T - t 4 ilies — — 
8 5 a ie oa TS ie | 4 
P.. 4 , af V > ow 
Go ee | a “o- om ee | 7 -_ - 
S } | } | 1 
Sea | 
ae ae Soe ul ee eet 
Fig. 1 


Es zeigen sich hier bei paarweiser Gegeniiberstellung der 
entsprechenden Versuche genau die gleichen Erscheinungen, 
wie ohne Anwesenheit der Fructose. 


B. Versuche mit Invertinpraparaten. 


Wir verwandten Rohpriparate, die folgendermagen her- 
gestellt wurden: 350g der oben erwahnten Trockenhefe wurden 
mit 500—600 ccm Wasser innig verrieben und unter Toluol 
im Brutschrank etwa 10 Tage der Autolyse iiberlassen. Danachi 
wurde filtriert, das klare Filtrat mit dem gleichen Volumen 
96°/,igen Alkohols gefillt, der Niederschlag in Wasser geldst 
und mit Alkohol wiederum gefiallt. 
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I. Invertinpraparat allein. 


1,0g Invertin in 50ccm Wasser gelost. 

a) 15cem Invertinlésung mit 11 ccm Wasser. 

b) 15cem Invertinlésung mit 11ccm n/10-H,SQ,. 

Beide Lésungen werden 30 Minuten im Brutschrank auf- 
bewahrt, darauf zu a) weitere 11 ccm Wasser, zu b) 11 ccm 
n/i-NaOH zur genauen Neutralisation hinzugefiigt. 

Nr. 18. 8ccm der Liésung a), 50 ccm einer etwa 32°/, igen 
Saccharoselésung, mit m/15-Monokaliumphosphat zu 100 ccm 
aufgefiillt. 

Nr.14. Sccm der Lésung b), sonst wie Nr. 13. 

















Tabelle 7. 
Zeit Invertierter Rohrzucker in °/, 
in Minuten Nr. 13 Nr. 14 7 
30 13,0 | 1,3 
60 29,0 ! 20,0 
90 46,6 | 33,3 
120 62,0 | 46,9 
150 74,3 | 58,5 
Tabelle 8. 
Zeit Invertierter Rohrzucker in °/, 
in Minuten Nr. 15 Nr. 16 
30 12,9 | 7,3 
60 29,8 18,3 
96 47,4 30,1 
120 63,3 | 42.4 
150 78.4 | 55,7 





Nr.13 und Nr.14 wurden sofort nach Neutralisation der 
Lésung angestellt (Tab. 7). Nach 24 Stunden wurden Nr. 15 
wie Nr. 13, Nr.16 wie Nr.14 zum Versuch verwandt (Tab. 8). 


I]. Invertinpraiparat in Gegenwart von Fructose. 
1,0g Invertin in 100ccm Wasser gelist. 
a) 830ccm Invertinlésung, 9g Fructose, 4,5ccm H,O. 
b) 30cem Invertinlésung, 9g Fructose, 4,5 ccm n/1-H,SQ,. 
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30 Minuten im Brutschrank aufbewahrt, daraut zu a) weitere 
4,5ccm H,O, zu b) weitere 4,5ccm n/1-NaOH zur Neutrali- 
sation hinzugefiigt. 

Nr.17. 11 ccm der Lisung a), 50 ccm einer etwa 32°/, igen 
Saccharoselésung, mit m/15-KH,PO, zu 100 ccm aufgefiillt. 

Nr.18. 11 ccm der Liésung b), sonst wie Nr. 17 (Tab. 9). 
Nach 24Stunden wurden Nr.19 wie Nr.17, Nr. 20 wie Nr. 16 
zam Versuch verwandt (Tab. 10). 


Tabelle 9. 








Zeit Invertierter Rohrzucker in °,, 
in Minuten ee” Nr 18 
30 14,4 | 4,4 
60 32,0 | 10,3 
90 49,0 | 17,0 
120 65,9 | 24,7 
150 14,3 | 34.4 





Vel. Fig. 2. 
Tabelle 10. 








Zeit Invertierter Rohrzucker in °/, 

, “ern ——_—— 
in Minuten Nr. 19 Nr. 20 
30 15,8 | 4,8 
60 30,7 | 11,5 
90 49,1 | 18,0 
120 64,1 | 25,0 
150 79,6 | 34,2 





Jnvestierter Rohreucter in Prozenten 
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Das Invertinpriparat verhielt sich somit ganz verschieden 
vom Macerat. Ohne Anwesenheit von Fructose ist eine deut- 
liche Verschlechterung der Aktivitit im 24Stundenversuch zu 
beobachten, indes bei Verwendung von Macerat eine bedeutende 
Aktivititserhéhung sichtbar war. In Gegenwart von Fructose 
sind die Zahlen des 24Stundenversuches konstant geblieben, 
sind also nicht unter die nach erfolgter Schidigung erhaltenen 
Werte gesunken. 





Uber thermische Desaggregierung von Gelatine. 


Ein Beitrag zur Kenntnis organischer Naturstoffe von kolloidem 
Charakter. 


Von 
Max Frankel. 


(Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitit 
Jerusalem; Direktor A. Fodor.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mirz 1927.) 


In den letzten Jahren macht sich in der organischen 
Chemie immer mehr das Bediirfnis fiithlbar, erkenntnismiBig 
und experimentell die Briicke von den uns vertrauten che- 
mischen Reinmolekeln zu den komplizierten Naturstoffen zu 
schlagen. 

Die neueren Betrachtungen der Beziehungen dieser beiden 
Stoffgruppen zueinander gehen vielfach von der Anschauung 
aus, daB den Naturstoffen, wie z. B. den Proteinen, den Kohle- 
hydraten, dem Kautschuk usw. verhiltnismiBig einfache molekiil- 
maBige Bausteine zugrunde liegen, die im gesetzmiibigen Auf- 
bau, der ,,Aggregation“ oder ,,Assoziation“, zu den erwaihnten 
komplexen Gebilden fiihren. Uber die Krifte, die hierbei 
wirksam werden und iiber die Gesetze, nach denen dieser 
ZusammenschluB erfolgt, gehen die Meinungen noch weit aus- 
auseinander, wiihrend das Bediirfnis nach einer Erweiterung 
unserer strukturchemischen Vorstellungen im Sinne einer Ver- 
stindlichmachung jener Aggregationen allgemeiner ausgesprochen 
und anerkannt wird. 

Ks sei diesbeziiglich insbesonders auf die zusammen- 
fassenden Vortriige verwiesen, die iiber Veranlassung der Deut- 


Hoppe-Soyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVII. 2 
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schen Chemischen Gesellschaft auf der letzten Versammlung 
Deutscher Naturforscher und Arzte gehalten wurden.!) 


Bei den héheren Kohlenhydraten liegen bereits eine Reihe 
von experimentellen Befunden vor, die die oben angefiihrten 
Vorstellungen stiitzen und einen Fortschrjtt in der Kon- 
stitutionsaufklarung dieser Kérperklasse bedeuten. Weit weniger 
eindeutig liegen die Verhiltnisse bei den Proteinen. 


Diese Kérperklassen sind charakterisiert durch ihren kon- 
stitutiv kolloiden Charakter, der auf dem Boden der vorhin 
angedeuteten Anschauungen als Folge der ,,Aggregation der 
Mikrobausteine“ gedeutet wird. 

Als ein typischer Vertreter solcher natiirlicher organischer 
Kolloide von biolugischem Interesse kann die Gelatine an- 
gesehen werden. Ihr kolloides Verhalten ist Gegenstand zahl- 
reicher biologischer und kolloid-theoretischer Forschung ge- 
worden, seitdem Graham an ihrem Beispiel das typische Ver- 
halten kolloider Stoffe abgeleitet hatte. 

Die Versuche, iiber die hier berichtet werden soll, liegen 
an der Schnittfliiche organisch-chemischer, biologischer und 
kolloidchemischer Fragestellung. Ihre Ergebnisse lassen sich 
in Kiirze dahin vorweg nehmen, daf Gelatine in waBriger 
Loésung durch gelinde Einwirkungen physikalischer Art, wie 
sie zum ‘Teil selbst unter biologischen Bedingungen méglich 
sind, bei Aufrechterhaltung ihrer chemischen Zusammensetzung 
verhiltnismibig tiefgehende Zustandsiinderungen erfaihrt; diese 
lassen sich zwanglos als Folgen von (teilweiser) Desaggre- 
gierung des komplexen Gebildes deuten. Es ist damit 
ein experimenteller Nachweis dafiir erbracht, daB auch in Pro- 
teinen einfachere Bausteine zu einem gréBeren Gefiige ver- 
einigt sein kénnen, ihnlich wie das fiir Kohlenhydrate schon 
allgemeiner angenommen wird. Gelegentlich seiner Ferment- 





1) Bergmann, Allgemeine Strukturchemie der komplexen Kohlen- 
hydrate und der Proteine Bd. 59, 8. 2973 (1926). — Pringsheim, Abbau 
und Aufbau der Polysaccharide; am gleichen Orte, S. 3008. — Stau- 
dinger, Chemie der hochmolekularev organischen Stoffe im Sinne der 
Kekuléschen Strukturlehre; am gleichen Orte, 8. 3019. 
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arbeiten hat A. Fodor!) eine derartige Anschauung iiber die 
Konstitution der Proteine ausgesprochen; KE. Stiasny*) hat 
gleichfalls diese Ansicht geiufert, die in den letzten Jahren 
auch von anderen Seiten vorgebracht wurde. 

Ks war urspriinglich beabsichtigt, den Einflu8 von Sonnen- 
strahlung auf wiiSrige Gelatinelésungen zu verfolgen. Hierbei 
zeigten sich, wie im experimentellen Teil niher ausgefiihrt 
wird, keine besonderen chemischen Kinwirkungen, was durch 
qualitative und quantitative Analysen festgestellt wurde. Da- 
gegen war das kolloide Verhalten der bestrahlten Loésungen 
veriindert. Es ergab sich eine starke Abnahme der inneren 
Reibung und, was das auffilligste war, eine betrichtliche 
Krhéhung des Diffusionsvermégens durch Membranen 
gegeniiber unbehandelter Kontrollésung. 

Bei diesen Belichtungsversuchen war bewubt nicht fiir die 
Absorption der Wirmestrahlung Sorge getragen worden. 

Ks muBte demnach in neuen Versuchsreihen entschieden 
werden, ob es sich hier um optische oder lediglich um kalo- 
rische Beeinflussung handelt. Zu diesem Behufe wurden neben 
bei Zimmertemperatur aufbewahrten Kontrollproben, die der 
gleichen Stammliésung entnommen waren, Proben der Gelatine 
(fallweise mit den gleichen Zusiitzen wie bei den Kontroll- 
lésungen) Brutschrankwarme ausgesetzt. Hierbei zeigten sich 
qualitativ durchaus gleiche Erscheinungen. Es kann nach den 
Versuchsergebnissen kein Zweifel dariiber bestehen, dab, unter 
den hier eingehaltenen Bedingungen, die sich bei Bestrahlung er- 
gebenden Anderungen gleichen Charakters sind wie die bei 
gelinder thermischer Beeinflussung auftretenden. 

Wir haben uns in der Folge von der Reproduzierbarkeit 
der geschilderten Erscheinungen iiberzeugt und uns zunichst 
dem niheren Studium der thermischen Beeinflussung zugewendet. 

Dazu schien es notwendig, Methoden ausfindig zu machen, 


1) A. Fodor, Kolloidzeitschr. Bd. 27, S. 248 (1920). 

*) E. Stiasny, Collegium 1920, 8.255; ich entnehme diese Lite- 
raturangabe der ausgezeichneten Zusammenstellung iiber Gelatine von 
O.Gerngro8 [Ztschr. f. angew. Chemie Bd. 38, S. 85 (1925)], die mir 
erst nach Beendigung der vorliegenden Arbeit bekannt wurde. 

5* 
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die den zeitlichen Verlauf der Zustandsinderung zu verfolgen 
gestatten. Die Messung der Viscositét in ihrer verwickelten 
Abhingigkeit von verschiedenen Faktoren schien hierzu nicht 
geeignet. Die jedesmalige Uberpriifung des Diffusionsvermégens 
durch Membranen ist zu umstiindlich, um im Laufe einer 
Versuchsreihe in kurzen Zeitabschnitten wiederholt zu werden. 
Auf zu empfindliche Methoden, wie z. B. die Bestimmung der 
Zsigmondischen Goldzahl?) sollte zunichst verzichtet werden. 
Es wurde vielmehr Gewicht darauf gelegt, die erstmaligen 
Untersuchungen mit médglichst einfachen Hilfsmitteln durch- 
zufiihren. 

Als brauchbar erwies sich die Beobachtung der Verinde- 
rungen im Gelatinierungsvermégen und insbesonders die des 
optischen Drehungsvermégens unter dem LEinflu8 der ther- 
mischen Behandlung der Gelatinelésungen. 


I. Die Anderungen des Diffusionsvermégens. 


Wie sehr auch die Abgrenzung der Eigenschaften kolloider 
Stoffe gegentiber jenen krystalloider im Laufe der Entwicklung 
an Schirfe verloren hat, so gilt die Unfihigkeit, Dialysier- 
membranen zu durchdringen, noch immer als eines der ge- 
sichertsten Kriterien fiir das Vorliegen eines Kolloids. Um so 
auffilliger muB es also erscheinen, da8 durch verhiltnismaBig 
so geringfiigige Eingriffe an einem typischen Kolloid, wie die 
Gelatine es darstellt, in dieser Eigenschaft weitgehende Ver- 
schiebungen erfolgen. Bezeichnet man die Konzentration der 
unbehandelten Gelatinekontrollproben nach erfolgter Dialyse 
mit 100, so zeigen die ganz analogen, in gleicher Weise dialy- 
sierten, aber thermisch vorbehandelten Versuchsproben nun- 
mehr eine solche von — in extremen Fallen — 50, ja sogar 
30°/). Das heiBt, die gleiche Membran, die fiir die Gelatine 
normalerweise undurchlissig ist, laBt unter Umstiinden weit 
mehr als die Hiilfte des thermisch vorbehandelten Kolloids 
durchtreten. Es ist hierbei zu bemerken, da kein Anlaf dafiir 
besteht, die beobachteten Zustandsinderungen in quantitativer 





1) Vgl. Menz, Zs. physikal. Chem. Bd. 66, S. 129 (1908). 
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Hinsicht als Grenzwerte anzusehen. Es ist vielmehr zu er- 
warten, daf bei lingerer oder aggressiverer Einwirkung sich 
eine noch weitergehende Herabsetzung des Diffusionsvermégens 
ergeben wird. 


II. Die Anderungen in der Gelatinierfahigkeit. 


Unter Gelatinierfihigkeit ist die Eigenschaft der Gelatine 
verstanden, aus dem Sol- in den Gelzustand iiberzugehen, wobei 
die urspriingliche Lésung zu einer Masse erstarrt, die auch 
beim Umkehren des GefiBes nicht ausflieBt. Es zeigt sich, 
wie aus den Angaben des experimentellen Teiles hervorgeht, 
das unter dem Einfiu8 der Brutschrankwirme eine schon nach 
kurzer Zeit deutlich sichtbare Herabsetzung der Gelatinierungs- 
fihigkeit erfolgt, die bei andauernder Erwirmung auf 36,5° C 
noch weiter fortschreitet. Bei den Proben, die verhiltnismibig 
kiirzere Zeit auf die Versuchstemperatur erwirmt wurden, trat 
die urspriinglich ausgebliebene Gelatinierung nach liingerem 
Stehen noch auf. Hierin wie auch in dem Wiederanstieg der 
urspriinglich geringer gewordenen Viscositit desaggregierter 
Lésungen lassen sich Anhaltspunkte fiir die Annahme der 
Reversibilitit der Dispergierung innerhalb gewisser Grenzen 
finden. Siehe diesbeziiglich den experimentellen Teil. 


III. Anderungen des optischen Drehungsvermégens. 


Das Drehungsvermégen der Gelatine wurde von Hans 
Trunkel?) in einer sorgfaltigen Arbeit behandelt. Seine Er- 
gebnisse, soweit sie fiir die vorliegende Untersuchung von 
Wichtigkeit sind, lassen sich dahin zusammenfassen, daB die 
optische Aktivitit einer Leimlésung mit der Zeit verinderlich 
ist und daB Konstanz erst bei Erreichung des Drehungs- 
maximums eintritt; ferner ist die Héhe des erreichbaren Ma- 
ximums von der Zeit abhiingig, wahrend der die untersuchte 
Leimlésung vorher auf héhere Temperaturen erhitzt wurde, 
insbesonders aber auch von der Temperatur. Je héher und 
linger die Lésung vor der Beobachtung erhitzt wurde, desto 





1) Biochem. Zs. Bd. 26, S. 493 (1910). 
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niedere Drehungsmaxima stellen sich ein. Der Betrag der 
Drehung ist nicht proportional der Konzentration; in der 
Regel zeigt die verdiinntere Lésung auch geringere Maxima. 

Aus diesen Angaben geht klar hervor, daB das Drehungs- 
vermégen der Gelatine nicht ausschlieBlich eine Folge der rein 
chemischen Konstitution (im Sinne des Vorliegens asymmetri- 
scher Atome im Molekiil der Gelatine) sein kann, daB vielmehr 
der kolloide Charakter wenigstens einen wesentlichen Anteil 
an dem Zustandekommen dieser Kigenschaft hat. Demnach 
muB sich jede Verschiebung des kolloiden Zustandes auch in 
einer Anderung des Drehungsvermiégens kundgeben. Hs scheint, 
daB man bisher von dieser Moglichkeit, tiber reversible und 
irreversible Zustandsinderungen kolloider Stoffe Aufschlu8 zu 
erhalten, recht wenig Gebrauch gemacht hat.’) 

Trunkel weist lediglich darauf hin, dafi das langsame 
Erreichen des Drehungsmaximums sich vielleicht erkliren labt 
als die durch das Altern der Liésung bedingte Verinderung im 
Dispersionsgrade, indem die durch den in der Hitze erfolgenden 
Lésungsvorgang hoéher dispergierte Gelatine sich vergrébert. 

Von den Messungen der Drehungswerte der Gelatine- 
lésungen seien in diesem Zusammenhang nur die gesicherten 
Ergebnisse hinsichtlich der Verinderungen des Drehungs- 
vermégens unter dem Einflu8 gelinder Wirme angefiihrt. Uber 
die Méglichkeit, mit Hilfe dieser Eigenschaft sich Vorstellungen 
beziiglich der Zustandsinderungen zu machen, soll nach Vor- 
liegen gréBeren Versuchsmaterials berichtet werden. 

Ks zeigt sich unter dem Einflu8 der Brutschrankwiirme 
eine deutliche, mit der Zeit fortschreitende Herabsetzung des 
Drehungsvermégens (und nicht bloB der Mutarotation). 
Nach einer derartigen thermischen Behandlung von _ iiber 
650 Stunden betrigt die Drehung der Gelatinelésung 63°/, 





1) Es sei an dieser Stelle auf die eben verdftentlichten Arbeiten 
von Griin und Limpicher [Chem. Ber. Bd. 60, 8. 256 (1927)] verwiesen; 
die Autoren fanden, daB z. B. von ihnen dargestellte Kaliumsalze des 
d- und des 1-Distearinglycerinschwefelsiureesters bei einer Temperatur 
von 40° und héher kaum optisch aktiv sind, daB sie aber nach Ab- 
kiihlung unter 35° bei gleichzeitiger Annahme der Eigenschaften typisch 
kolloider Stoffe auffallend hohe Drehung zeigen. 
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des Wertes der sonst in jeder Beziehung gleichartigen, aber 
unbehandelten Gelatineprobe. Bei der nach Abbruch dieses 
Versuches durchgefiihrten Dialyse ergab sich in der dialysierten 
Fliissigkeit der vorbehandelten Probe ein Stickstoffgehalt, der 
55,8°/, des Wertes entspricht, die eine analog dialysierte Probe 
aufwies, welche bis auf die Erwirmung mit der Versuchs- 
lésung vollstindig identisch war. An dieser Probe zeigte sich 
natiirlich auch die unter I] geschilderte Herabsetzung des 
Gelatinierungsvermégens. 

Die Versuche sind nicht mit vollstindig gereinigter Gela- 
tine angestellt worden; eine solche hiitte in den erforderlichen 
Konzentrationen keine geniigend stabile und auch in gréBerer 
Verdiinnung keine klaren Lésungen gegeben. Doch handelt 
es sich hier um Vergleichsversuche und deswegen fiallt diese 
Tatsache weniger ins Gewicht; es soll dennoch versucht werden, 
die Ergebnisse an einer hochgereinigten Gelatine zu_iiber- 
priifen, soweit es eben mdglich ist. 

Kin Teil der hier beschriebenen Eigenschaftsinderungen 
(insbesonders die Herabsetzung des Viscositait und der Verlust 
der Gelatinierfaihigkeit) sind als Folgen aggressiver thermischer 
Kinwirkung auf Gelatine schon beschrieben.') In der vor- 
liegenden Arbeit wird das Hauptgewicht auf die scheinbar 
bisher nicht bekannte Anderung des Diffusionsvermigens und 
auf die iibrigen Verschiebungen in den HEigenschaften der 
Gelatine gelegt, die mit jener parallel gehen.”) Vor allem aber 
sei darauf hingewiesen, daB die beschriebenen Erscheinungen 
unter einer thermischen Kinwirkung erfolgten, die biologischen 
Verhialtnissen entspricht. 

Fiir die Lésung des Aggregationszustandes von Proteinen 
hat man die Existenz von besonderen Fermentsystemen postu- 
liert, deren Wirksamkeit die Vorstufe des hydrolytisch-enzy- 
matischen Abbaus darstellen soll. Diese Anschauungen haben 


1) Siehe z.B. P. v. Schréder, Zs. physikal. Chem. Bd. 45, 8.75 (1903). 

2) In einer mir erst bei der Korrektur zuginglich gewordenen Ar- 
beit haben E. Stiasny, 8. R. Das Gupta und P. Tresser (Collegium 
1925, S. 23) die Eigenschaftsveriinderungen von Gelatinelésungen nach 
Zusatz von Neutralsalzen (insbes. von NaCNS) als Teilchenverkieinerung 
gedeutet. 
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in der letzten Zeit insofern eine Anderung erfahren, als die 
Existenz rein desaggregierender Fermente vielfach bestritten 
wird; die Funktion der Desaggregierung wire demnach den 
peptolytischen Systemen mit zuzuschreiben. 

Es wurde oben gezeigt, daB eine Desaggregierung auch 
ohne Mitwirkung von Fermenten durch Brutschrankwirme allein 
erzielt werden kann. 

Ks liegt nunmehr nahe, das Verhalten einer derartig des- 
aggregierten Gelatine gegen Fermente vergleichend mit dem 
einer normalen zu untersuchen. Diesbeziigliche Versuche sind 
im Gange. Die Untersuchung wird auferdem nach ver- 
schiedenen Seiten fortgesetzt. 


Versuchsteil. 


Die fiir die Versuche erforderlichen Gelatinelésungen wurden 
aus reinster Gelatine des Handels dargestellt. Das zerkleinerte 
Produkt wurde 24 Stunden lang unter Zusatz von Thymol in 
Wasser quellen gelassen, das Wasser hierauf abgegossen und 
mit 40° warmem Wasser auf die gewiinschte Konzentration 
gebracht. Die Anwendung héherer Temperaturen wurde ver- 
mieden. Um die Entwicklung von Bakterien wihrend der 
langen Versuchsdauer zu verhindern, wurde der Stammlésung 
Thymol zugesetzt. In den letzten Versuchsreihen wurde iiber- 
dies noch mit Toluol iiberschichtet. Um Einfliisse bakterieller 
Art bei der Auswertung der Versuchsergebnisse mit Sicher- 
heit ausschalten zu kénnen, wurden im hiesigen Hygienischen 
Institut in kurzen, regelmaBigen Abstinden bakteriologische 
Untersuchungen vorgenommen, deren konstanter Ausfall eine 
Vermehrung der sehr spirlich vorhanden gewesenen Bakterien 
(30 pro 1 ccm) und damit eine bakterielle Mitwirkung an den 
festgestellten Verinderungen auszuschlieBen erlaubt. ?) 


A. Bestrahlungsversuche. 
Diese wurden in Anlehnung an die Neubergschen An- 
gaben ausgefiihrt.”) Von einer 2°/,igen Stammlésung wurden 





1) Fiir die Vornahme der bakteriologischen Analysen sei Herrn 
Prof. I. J. Kligler und Herrn Bromberg der Dank ausgesprochen. 
2) Biochem. Zs. Bd. 13, S. 304 (1908); Bd. 29, S. 279 (1910). 
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gleiche Mengen wihrend der Versuchsdauer im Dunkeln aut- 
bewahrt, wihrend die eigentliche Untersuchungslésung in diinn- 
wandigen Kolben der Sonnenstrahlung ausgesetzt wurde. Es 
wurden 

a) Gelatinelésungen fiir sich, 

b) Gelatinelésungen mit einem Zusatz von 1°/, Ferrosulfat, 

c) . m R - » + Ferrisulfat 
untersucht. 

In allen Fallen wurde nach Beendigung der Bestrahlung 
sowohl eine qualitative, als auch eine quantitative Untersuchung 
der belichteten und der Kontrollproben vorgenommen. 

Qualitativ wurde geprift auf Ammoniak und auf das Vor- 
legen reduzierender Substanzen mit Hilfe von ammoniakalischer 
Silbernitratlésung. In allen Fallen fielen diese Proben aut 
weitgehende Abbauprodukte der Gelatine eindeutig negativ aus. 
Konform hierzu wiesen die Analysenergebnisse der sofort nach 
ihrer Herstellung analysierten Stammlésung, der jeweiligen 
Kontrollésung und der bestrahlten Proben keine Unterschiede 
auf. DaB Neuberg (a.a.QO.) in der groBen Reihe der von 
ihm in Bestrahlungsversuchen gepriiften Stoffen bei Gelatine 
Ergebnisse gefunden hat, die von den hier angegebenen etwas 
abweichen, ist nicht verwunderlich, wenn man die Unmédglich- 
keit einer exakten Reproduzierung derartiger Versuche beriick- 
sichtigt. D. T. Harris') hat dagegen gefunden, da& Behand- 
lung mit ultravioletten Strahlen die Gelatine nicht verindert. 
Vgl. hierzu auch die Arbeit von H. Brintzinger und Kk. Mauer.) 

Quantitativ wurde Gesamtstickstoff nach Kjeldahl und 
der freie Aminostickstoff nach van Slyke im Mikroapparate 
bestimmt. Bei Anderung der chemischen Zusammensetzung 
hatte sich das Verhiltnis von Amino- zu Gesamtstickstoff ver- 


schieben miissen. 
i, 
1. 2°/,ige Gelatine-Stammlésung. 
5 ecm Liésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,5 eem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,7 mg. 


1) Biochem. Jl. Bd. 20, S. 288 (1926). 
2) Kolloidzeitschr. Bd. 41, S. 46 (1927); siehe ferner A. Nagorny, 
Kolloidzeitschr. Bd. 41, 8. 123 (1927). 
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2cem Loésung geben nach van Slyke 0,39cem N, (t = 24°, 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,2 mg. 
2. Gelatine-Kontrollprobe. 
5 cem Lisung verbrauchen nach Kjeldahl 10,0 cem n/10-Siiure. 
Gesamtstickstoff 14,0 mg. 
2cem Lésung geben nach van Slyke 0,40 ceem N, (t = 24°, 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,20 mg. 
3. Gelatine, 25 Tage lang der Sonnenstrahlung ausgesetzt. 
5 cem Liésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,2 eem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,3 ng. 
2eem Loésung geben nach van Slyke 0,85cem N, (t = 24°, 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,18 mg. 


Il. 
4. 2°/,ige Gelatinelésung + 1°/, Ferrosulfat. Kontrollprobe. 
5cem Loésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,2 eem n/10-Siure. 
xesamtstickstoff 14,3 mg. 
2cem Lésung geben nach van Slyke 0,46 mg N, (t = 24°, 
Dp =a aie), Aminostickstoff 0.24 ng. 


5. Probe, 25 Tage lang der Sonnenstrahlung ausgesetzt. 
5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,8 eem n/10-Séure. 
Gesamtstickstoff 15,1 mg. 
2cem Lésung geben nach van Slyke 0,48mg N, (t = 24°, 


» = 688 . i i ; 
I 688 mm) Aminostickstoff 0.25 mg. 


Ill. 
6. 2°/,ige Gelatinelésung + 1°/, Ferrisulfat. Kontrollprobe. 
5ecem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,25 eem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,35 mg. 
2ecm Loésung geben nach van Slyke 0,45 cem N, (t = 24°, 


p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 


7. Probe, 25 Tage lang der Sonnenstrahlung ausgesetzt. 
5 ecm Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,35 eem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,5 ing. . 
2ecm Lésung geben nach van Slyke 0,46 cem N, (t = 24°, 


p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 
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Aus diesen Analysenresultaten geht hervor, da8 die Be- 
strahlung keine sichtliche Anderung der chemischen Zusammen- 
setzung zur Folge hatte. Dagegen wurde, wie bereits im theo- 
retischen Teil ausgefiihrt, eine starke Herabsetzung der Vis- 
cositit und eine sehr betriichtliche Vermehrung des Diffusions- 
vermégens der Gelatine durch Dialysiermembranen beobachtet. 


1. Verinderungen der inneren Reibung. 


DaB unter dem Einflu8 der Bestrahlung, die gleichzeitig 
eine Krwarmung darstellte, eine Herabsetzung der inneren 
Reibung erfolgen wiirde, war vorauszusehen. 

Die Messungen erfolgten in dem gebriiuchlichen Ostwald - 
schen Viscosimeter. Um dariiber AufschluB zu erhalten, ob 
diese Veranderungen reversibler Art seien, wurden die Mes- 
sungen an den wihrend eines Zeitraumes von 14 Tagen bei 
Zimmertemperatur sich selbst tiberlassenen Lésungen wiederholt. 


Wasserwert des Viscosimeters: 57,2 Sek. Temperatur 24° C. 





2. Wert 


Art der Probe 1. Wert , = 
(14 Tage spiiter) 
2°/,ige Kontrollésung (1, 2) . . . 332,5 Sek. 282,5 Sek. 


2°/,ige Losung 25 Tage lang be- 
etramit(r, 3). . 1. + 2 et 83,9 


CP 


-) 
- 
~l 


2°/,ige Kontrollésung + 1°/, Ferri- 
eames (a, ©) wt tw 114,8 ,, 110.9 
2°/,ige Loésung + 1°/, Ferrosulfat 
25 Tage lang bestrahlt (IlI, 7). 68,8 ., 68,6 








Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte mehrerer Mes- 
sungen. Sie zeigen, daB in den bestrahlten Lésungen der Be- 
trag der Viscositiit auBerordentlich gesunken ist und daB er 
auch nach 14tagigem Stehen nicht mehr wesentlich gréfer 
geworden ist. Die Frage, ob die durch die Belichtung er- 
zeugten Verinderungen riickgiingig sind, ist daher auf diesem 
Wege nicht einwandfrei zu beantworten. 
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2. Ausfiihrung der Dialysen. 


Die Dialysen wurden in dem von Wegelin?) angegebenen, 
ein wenig modifizierten Apparat angestellt. Es wurden hierbei 
die von der Firma Schleicher und Schill hergestellten, 
11/,°/, igen Ultrafilter nach Bechhold (im Vakuum mit Kis- 
essig—Kollodium impragniert) verwendet. 

Die methodische Eigenheit des Apparates besteht darin, 
daB die Waschfliissigkeit, die die Aufgabe hat, das Kolloid zu 
reinigen, diesem nicht in der Richtung der Schwerkraft zu- 
flieBt, sondern diesem entgegen durch die zu dialysierende 
Fliissigkeit hindurchgedriickt wird. 

Die Dialysen wurden stets gleichzeitig in der Kontroll- 
probe und in der bestrahlten Lésung, fallweise auch in der 
thermisch vorbehandelten Probe nebeneinander unter gleichen 
Bedingungen ausgefiihrt. Die bestrahlten Proben wurden zu- 
nachst laingere Zeit vor Beginn der Dialyse stehen gelassen. 
Unterschiede zeigten sich schon in der Geschwindigkeit, mit 
der das Waschwasser die Membran durchdringen konnte. Die 
Kontrollproben lieBen das Wasser langsamer durchtreten als 
die durch die Vorbehandlung héher dispergierten. 

Nach Beendigung der Dialysen wurde in der dialysierten 
Fliissigkeit der Gesamtstickstoff bestimmt. Durch Gegeniiber- 
stellung der vor und nach der Dialyse gefundenen Analysen- 
zahlen lieB sich ein Maf fiir die eingetretene Erhéhung des 
Diffusionsvermégens von optisch oder thermisch vorbehandelten 
Gelatinelésungen gegeniiber den sonst durchaus gleichartigen, 
aber unbehandelten Vergleichsproben finden. 


Analysenergebnisse nach durchgefiihrter Dialyse. 


IV. 
8. Gelatinelésung. Kontrolle ohne Zusatz. 
5eem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 8,1 eem 
/10-Siiure. 
ss alienate Gesamtstickstoff 11,34 mg. 
9. Gelatinelésung bestrahlt. 
5 cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 38,1 cem 


n/10-Siure. Gesamtstickstoff 4,34 mg. 


1) Kolloidzeitschrift Bd. 18, 225 (1916). 
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¥. 
10. Gelatinelésung + Ferrisulfat. Kontrolle. 
5cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 8,0 cem 


/10-S4 
n/10-Siure. Gesamtstickstoff 11,2 mg. 


11. Gelatinelésung ++ Ferrisulfat, bestrahit. 
5cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 2,9 eem 
n/10-Séure. 
Gesamtstickstoff 4,06 mg. 


VI. 
12. Gelatinelésung + Ferrosulfat. Kontrolle. 
5eem dialysierter Loésung verbrauchen nach Kjeldahl 6,8 eem 
n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 9,52 mg. 
13. Gelatinelésung + Ferrosulfat, bestrahlt. 
5 cem dialysierter Liésung verbrauchen nach Kjeldahl 2 ccm 


n/10-Siure. Gesamtstickstoff 2,8 mg. 


Aus diesen Analysenresultaten geht zunichst hervor, dab, 
wie nicht anders zu erwarten, durch die griindliche Dialyse 
simtliche Lésungen an Kolloid verarmen. Dennoch weisen 
die belichteten lediglich einen Bruchteil der Konzentration der 
im Dunkeln gehaltenen Kontrollproben auf. Es ist also auf 
diese Weise ein erheblicher Anteil der Gelatine in eine fiir 
die Membran durchgiingigere Form iberfiihrt, ,,desaggregiert“ 
worden. 

Die nachstehende Ubersicht gibt die Konzentrationen der 
dialysierten, bestrahlten Fliissigkeiten in Prozenten der zu- 
gehérigen dialysierten Kontrollversuche. 


Gelatinelésung Gelatinelésung  Gelatinelésung 
ohne Zusatz + Ferrisulfat + Ferrosufat 
38,3 %, 36,2 9/, 29,49), 


B. Versuche unter rein thermischer Einwirkung. 


Zu diesen wurde teilweise die gleiche, teilweise eine gleich- 
artig hergestellte Stammlésung verwendet, wie zu den Bestrah- 
lungsversuchen. Die Kontrollversuche wurden bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt, die thermische Behandlung erfolgte 
durch Hinstellen in den Brutschrank (36,5°). Es wurde in 


a 


f} 
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Analogie zu den Belichtungsversuchen Gelatine fiir sich, ferner 
unter Zusatz von Ferro- bzw. Ferrisulfat untersucht. Im iibrigen 
wurde wie friiher angegeben, verfahren. Die qualitative Prii- 
fung auf etwaige Abbauprodukte der Gelatine war stets negativ; 
die Ergebnisse der quantitativen Analysen ergaben Unveriindert- 
heit der chemischen Zusammensetzung in den Kontroll- und 
den eigentlichen Versuchsproben nach Beendigung der Ver- 


suche. 
Vil. 
14. 2°/,ige Gelatinelésung ohne Zusatz. Kontrolle. 
5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,0 mg. 
2eem Lésung geben nach van Slyke 0,40cem N, (t = 24°, 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,20 mg. 
15. Brutschrankprobe (nach 288 stiindigem Erwiirmen). 
5 ecm Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,15ecem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,21 mg. 
2eem Lésung geben nach van Slyke 0,34 cem N, (t = 24°, 
aes \ 
ila Aminostickstoff 0,18 mg. 
VIL. 
16. 2°/,ige Gelatinelisung + 1°/, Ferrosulfat. Kontrolle. 
5cem Lésung geben nach Kjeldahl 10,2 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,3 mg. 
2eccm Lésung geben nach van Slyke 0,46 cem N, (t = 24°, 
p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 
17. Brutschrankprobe (erwirmt durch 288 Stunden). 
5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,2 cem n/10-Saure. 
Gesamtstickstoff 14,3 mg. 
2eem Lisung geben nach van Slyke 0,46ecm N, (t = 24°, 


p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 


IX. 
18. 2°/,ige Gelatinelésung + 1 °/, Ferrisulfat. Kontrolle. 
5 eem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,25 cem n/10-Siiure. 
Gesamtstickstoff 14,35 mg. 
2eem Lésung geben nach van Slyke 0,45 ceem N, (t = 24°, 


p = 690 mm). Aminostickstoff 0,24 mg. 


— 
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19. Brutschrankprobe (erwirmt durch 288 Stunden). 
5 cem Liésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,25 cem n/10-Siéure. 
Gesamtstickstoff 14,35 mg. 
‘2ecem Liésung geben nach van Slyke 0,42 cem N, (t = 24°. 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,22 mg. 


X. 

20. 1°/,ige Gelatinelésung anderer Provenienz. Kontrolle. 

5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 5,3 cem n/10 Siiure. 
Gesamtstickstoff 7,42 mg. 

10 cem Lésung verbrauchen nach Sérensen 0,6 cem n/10-Siiure. 
Aminostickstoff 0,84 mg. 

21. Brutschrankprobe (erwiirmt durch 651 Stunden), 

5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 5,45 cem n/10-Siiure. 
Gesamtstickstoff 7,63 mg. 

10 cem Lésung verbrauchen nach Sérensen 0,68 ccm n/10-Séure. 
Aminostickstoff 0,95 mg. 


1. Anderungen der Viscositit. 








“2. Wert 





Art der Probe | 1. Wert neon 
(nach 14 Tagen) 
2°/,ige Kontrolle (VII, 14) . . . 332,5 Sek. 282,5 Sek. 
2°/,ige Brutschrankprobe (VII, 15) 156,0 ,, 173.2 , 


2°), ige Lésung + 1°/, Ferrisulfat, 








Rontroiie (A, 18). . . 6 s « 12 110,9 
2°/,ige Lésung + 1°/, Ferrisulfat, 
Brutschrankprobe (1X, 19) . . . 72,8 ,, 2s: . 


Die Tabelle zeigt einen deutlichen (nachtriglichen) Anstieg 
der Viscositaét in der Probe ohne Zus&tze, die gelinder Wirme 
ausgesetzt worden war und hierauf durch 14 Tage stehen ge- 
lassen wurde. Diese Erscheinung kénnte als ein Zeichen fiir 
die Reversibilitit der Dispergierung angesehen werden. Sie 
ist hier deutlicher als bei den bestrahlten Proben, wo durch 
die aggressivere Behandlung auch tiefergehendere Wirkungen 
hervorgerufen werden. Der milderen Einwirkung entspricht 
auch eine geringere Vermehrung des Durchdringungsvermégens 
der Gelatine durch die Dialysiermembran (vgl. spiter). 
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Analogie zu den Belichtungsversuchen Gelatine fiir sich, ferner 
unter Zusatz von Ferro- bzw. Ferrisulfat untersucht. Im iibrigen 
wurde wie friiher angegeben, verfahren. Die qualitative Prii- 
fung auf etwaige Abbauprodukte der Gelatine war stets negativ; 
die Ergebnisse der quantitativen Analysen ergaben Unveriindert- 
heit der chemischen Zusammensetzung in den Kontroll- und 
den eigentlichen Versuchsproben nach Beendigung der Ver- 


suche. 
Vil. 
14. 2°/,ige Gelatinelésung ohne Zusatz Kontrolle. 
5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,0 mg. 
2eem Lésung geben nach van Slyke 0,40 cem N, (t = 24°, 
p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,20 mg. 
15. Brutschrankprobe (nach 288 stiindigem Erwiirmen). 
5 ecm Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,15 ecem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,21 mg. 
2eem Lésung geben nach van Slyke 0,34 cem N, (t = 24°, 
ee \ 
pe Aminostickstoff 0,18 mg. 
VIL. 
16. 2°/,ige Gelatinelisung + 1°/, Ferrosulfat. Kontrolle. 
5cem Lisung geben nach Kjeldahl 10,2 cem n/10-Siaure. 
Gesamtstickstoff 14,3 mg. 
2ecm Lésung geben nach van Slyke 0,46 cem Ny, (t = 24°, 
p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 
17. Brutschrankprobe (erwirmt durch 288 Stunden). 
5 eem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl! 10,2 cem n/10-Saure. 
Gesamtstickstoff 14,3 mg. 
2ceem Lisung geben nach van Slyke 0,46cem Ny, (t = 24°, 


p = 688 mm). 
Aminostickstoff 0,24 mg. 


IX. 
18. 2°/,ige Gelatinelésung + 1°/, Ferrisulfat. Kontrolle. 
5 eem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 10,25 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,35 mg. 


2ecm Liésung geben nach van Slyke 0,45 cem N, (t = 24°, 


p = 690 mm). Aminostickstoff 0,24 mg. 
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19. Brutsehrankprobe (erwirmt durch 288 Stunden). 
5 cem Liésung verbrauchen nach Kjeldah! 10,25 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 14,35 mg. 
2cem Lésung geben nach van Slyke 0,42 ccm N, (t = 24°. 


p = 690 mm). 
Aminostickstoff 0,22 mg. 


X. 

20. 1°/,ige Gelatinelésung anderer Provenienz. Kontrolle. 

5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 5,3 cem n/10 Siiure. 
Gesamtstickstoff 7,42 mg. 

10 eem Lésung verbrauchen nach Sérensen 0,6 cem n/10-Siiure. 
Aminostickstoff 0,84 mg. 

21. Brutschrankprobe (erwirmt durch 651 Stunden). 

5 cem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 5,45 cem n/10-Siiure. 

Gesamtstickstoff 7,63 mg. 


10 cem Lésung verbrauchen nach Sérensen 0,68 cem n/10-Siure. 
Aminostickstoff 0,95 mg. 


1. Anderungen der Viscositit. 














: eZ. ; Wert 
Art der Probe 1. Wert pee 
(nach 14 Tagen) 
2°/,ige Kontrolle (VII, 14) . . . 332,5 Sek. 282,5 Sek. 
2°/,ige Brutschrankprobe (VII, 15) 156,0__,, 173,2° ,, 
2°, ige Liésung + 1°), Ferrisulfat, 
Kontrolle (IX, 18) . ..... 114,8 ,, 110,9 
2°/,ige Lésung + 1°/, Ferrisulfat, 
Brutschrankprobe (1X, 19) . . . 1a « 12,6 ,, 


Die Tabelle zeigt einen deutlichen (nachtriglichen) Anstieg 
der Viscositét in der Probe ohne Zusiatze, die gelinder Wirme 
ausgesetzt worden war und hierauf durch 14 Tage stehen ge- 
lassen wurde. Diese Erscheinung kénnte als ein Zeichen fiir 
die Reversibilitit der Dispergierung angesehen werden. Sie 
ist hier deutlicher als bei den bestrahlten Proben, wo durch 
die aggressivere Behandlung auch tiefergehendere Wirkungen 
hervorgerufen werden. Der milderen Einwirkung entspricht 
auch eine geringere Vermehrung des Durchdringungsvermégen s 
der Gelatine durch die Dialysiermembran (vgl. spiter). 
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2. Ausfiihrung der Dialysen. 


Diese wurden in der gleichen Weise durchgefiihrt wie 
unter A, 2 angegeben. Bei der Dialyse der 1°/,igen Gelatine- 
lésung (Analysennummer X) muBte vorher das zur Sterilhaltung 
zugesetzte Toluol weggeschafft werden. Es wurde daher der 
erforderliche Anteil der Kontrollprobe vorher auf Brutschrank- 
temperatur erwirmt und erst nach vollstiindiger Abtrennung 
der Toluolschichte in den Dialysator eingefillt. In &hnlicher 
Weise wurde auch vor Probeentnahme zur Analyse verfahren. 


Analysenergebnisse nach beendeter Dialyse. 
xi. 
22. 2°/,ige Gelatinelésung ohne Zusatz, Koutrolle. 
5 ecm dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 8,1 cem 


n/10-Saure. Gesamtstickstoff 11,34 mg. 


23. Brutschrankprobe. 
5ecem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 6,7 cem 


n/10-Saure. Gesamtstickstoff 9,38 mg. 


XII. 
24. 2°/,ige Gelatinelésung unter Zusatz von Ferrisulfat, Kontrolle. 
5eem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 8,0 ecm 
n/10-Siiure. 
Gesamtstickstotf 11,2 mg. 
25. Brutschrankprobe. 
5cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 3,3 eem 


n/10-Siiure. Gesamtstickstoff 4,62. 
XIII. 


26. 2°/,ige Gelatinelésung unter Zusatz von Ferrosulfat, Kontrolle. 
5cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 6,8 ecm 
n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 9,52 mg. 
27. Brutschrankprobe. 
5 cem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 5,8 eem 
n/10-Séure. 
Gesamtstickstoff 8,12 mg. 
XIV. 
28. 1°/,ige Gelatinelésung ohne Zusatz, Kontrolle. 
5 eem dialysierter Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 3,85 cem 


n/10-Saure. Gesamtstickstoff 5,39 mg. 


ean tae 





og 
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29. Brutschrankprobe. 
5 cem dialysierter Liésung verbrauchen nach Kjeldahl 2,15 cem 


n/10-Siiure. Gesamtstickstoff 3,0 mg. 


An den Analysenergebnissen ist auffillig die vergleichs- 
weise starke Erklirung des Diffussionsvermégens bei der Probe, 
die Ferrisulfat enthilt. Ob es sich um eine Wirkung des 
Ferriions handelt oder was sonst fiir Griinde vorliegen, kann 
auf Grund des vorliegenden Materials noch nicht entschieden 
werden. 

Nachstehend wird eine Ubersicht iiber die Konzentration 
der dialysierten Fliissigkeiten, die vor der Dialyse Brutschrank- 
wirme ausgesetzt wurden, in Prozenten der Konzentration der 
zugehorigen dialysierten Kontrollésungen gegeben. 





, . 2 ; 1°/, ige Gelatine- 
90/ oe ‘c ve nO ’ 10 4s* 
2°/ ioe Gelatinel6sungen (288 Stdn. auf 36,5 J ; 

jige G gen (28% ; 5° ©) lisung ohne Zusatz, 

















7 PRE ISH x 651 Stunden auf 
ohne Zusatz mit Ferrisulfat | mit Ferrosulfat 86.5° C 
2 70 20 ~ 90 i a ( 
82,7, 41,3°/, | 85,3°/, 95,8 °/, 


3. Herabsetzung der Gelatinierfihigkeit. 

Zur Ausfiihrung der Versuche wurde die 1°/, ige Gelatine- 
lésung (X, 20) verwendet. Zunichst wurde angestrebt, eine 
Methode ausfindig zu machen, die eine scharfe Bestimmung 
des Gelatinierungsintervalls erméglichen solite. Kine solche 
wurde unter den gegebenen Bedingungen nicht gefunden, da 
die iibrigen Beobachtungen, die die fortschreitende Desaggre- 
gierung gleichzeitig verfolgen sollten, eine ziemlich geringe 
obere Grenze der Konzentration festlegten. Es wurden schlieb- 
lich gleiche Volumina Kontroll- und Versuchslésungen in 
Eprouvetten gleichzeitig abgefillt und diese tiber Nacht bei 
Temperaturen von 10° C sich selbst tiberlassen. Auch hier 
wurde ein entsprechender Anteil der Kontrollprobe zum Zwecke 
der vélligen Abtrennung des Toluols und der Ausschaltung der 
rein temperaturmiBigen Verschiedenheiten vorher mit der Ver- 
suchsprobe auf gleiche Temperatur gebracht. 

Schon nach mehrstiindigem Siehen zeigten sich in der 
Regel Unterschiede in der Triibung; nach 20 Stunden war die 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXVII. 3 
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Kontrollprobe jedesmal gelatiniert, die thermisch desaggregierte 
dagegen zeigte zuniichst eine geringere Gelatinierung, um nach 
Ubergiingen schlieBlich véllig flissig zu bleiben. Diese Ver- 
haltnisse gehen aus der Tabelle klar hervor. Nach 48-stiin- 
diger EKinwirkung der Brutschrankwirme sind bereits deutliche 
Unterschiede feststellbar, die sich von da an abgestuft bis :u 
dem Verhalten nach 168 Stunden verstiirken. Dann ist der 
Grenzfall erreicht: Die Brutschrankprobe bleibt nunmehr vdilig 
fliissig. Diese Erscheinung dndert sich nicht mehr wihrend 
der ganzen Dauer der Beobachtung, die sich auf 651 Stunden 
erstreckt. Doch zeigen sich nach laingerer Vorbehandlung 
schon in den noch warmen Vergleichslésungen deutliche Unter- 
schiede in der Triibung; diese verstiirkt sich beim Altern der 
Lésung in der Kontrollprobe um ein Betrichtliches mehr als 
in der thermisch behandelten. 

Von Interesse sind die Beobachtungen, die sich auf das 
Verhalten der urspriinglich nicht gelatinierten Versuchsproben 
beziehen. Es sei auf die entsprechende Tabelle verwiesen und 
nur gesagt, daB in den verhaltnismibig kurze Zeit erwiirmten 
Proben die Gelatinierung nach einer entsprechend lingeren 
Zeitdauer noch eintritt. Diese ‘l'atsache kann als eine blofe 
Verzégerung der Gelatinierung unter dem KinfluB der vorher- 
gegangenen Hrwirmung gedeutet werden oder eher noch durch 
Annahme eines allmihlichen Riickganges der so erzcugten Zu- 


Tabelle tiber die Herabsetzung des Gelatinierungsvermégens 
durch Brutschrankwirme. 











— a Dauer der Er- Versuchsprobe Kontrollprobe 
N wiirmung in 
~ Yr. ’ ee ° Y . 
Stunden nach 20 stiindigem Stehen bei 10° 
i 48 trib, dickfliissig,  vdéllig gelatiniert 
nicht mehr vollig | 
gelatiniert 
2 72 wenig gelatiniert i. 
3 120 triibe, schon be- | i 
weglich | 
4 144 wenig triibe, fliissig | > 
5 168 fliissig "9 
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Tabelle tiber den nachtriglichen Eintritt der Gelatinierung 
in desaggregierten Lésungen, 








Probe Dauer der Gelutiniert bei 10° 
Nr. Erwirmung nach 
1 48 Stunden 2 tiigigem Stehen 
2 2 ~«,, i” 
3 1260~C,, 20, i, 
4 144, 28, 
aS) { 168 ” 34 ‘s 





standsinderungen. Dann kénnte man den hier beschriebenen 
Vorgang der Desaggregierung als innerhalb bestimmter Grenzen 
reversibel bezeichnen, wofiir gewisse Anhaltspunkte auch in 
den friher geschilderten Verschiebungen der Werte fiir die 
innere Reibung gegeben sind. Diese Verhiiltnisse beciirfen 
zur volligen Klarung noch weiteren experimentellen Materials. 


4, Anderungen des optischen Drehungsvermégens. 

Wir die Bestimmung desselben wurde die 1°/, ige Gelatine- 

lésung (b, X) verwendet, die auch fiir die Versuche zur Fest- 
stellung der Herabsetzung der Gelatinierfahigkeit gedient hatte. 

Kis wurde zum Vergleich auch jedesmal die optische Drehung 

von bei Zimmertemperatur gehaltener, sonst aber vollig gleich- 

artiger, also auch gleichalter Kontrollésung bestimmt. Der 
erforderliche Anteil der Kontrollprobe wurde aus den schon 

triiher angegebenen Griinden auf 36,5° C gebracht. Proben 

der Gelatinelésung, die 48 Stunden lang Brutschranktemperatur 
ausgesetzt waren, zeigten bereits deutliche, nicht mehr inner- 

halb der Versuchsfehler liegende Unterschiede in dem Drehungs- 
betrage, die sich wiihrend der weiteren Dauer der thermischen 
Hinwirkung vergréBerten. Die in der Wiirme gehaltene Liésung 

drehte stets schwicher als die Kontrolle. Wie im theoretischen 

‘Veil angedeutet wurde, zeigen Gelatinelésungen die Erscheinung 
der Mutarotation. Wihrend die Differenzen zwischen den 
Drehungswerten der jeweiligen Versuchs- und Kontrollproben 
annihernd konstant blieben, vergréBerte sich infolge dieses 
Umstandes deren absoluter Betrag. Um demnach ein Ver- 
gleichsmaf zu finden, wurden die Messungen in Intervallen so 

3% 
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lange wiederholt, bis eine Reihe aufeinanderfolgender Bestim- 
mungen konstante Werte ergab. Unter diesen Umstinden 
kann der Betrag der Drehung der jeweiligen Versuchsproben in 
Prozenten jener der zugehérigen Kontrollprobe angegeben werden. 

Wenngleich das Drehungsvermégen der Gelatine an- 
scheinend durch die verschiedensten Umstinde, durch Zusitze, 
durch die Wasserstoffionenkonzentration usw. beeinfluBt wird, 


so sind unter den hier eingehaltenen Bedingungen — Ver- 
gleichsversuche bei Identitét aller Faktoren bis auf die in 
ihrer Wirkung zu untersuchende Erwirmung — die Voraus- 


setzungen fiir einen Vergleich gegeben; die folgende Tabelle 
zeigt eine stetige Abnahme der Drehung mit fortschreitender 
Dauer der Erwiirmung bis auf 63°/, des Wertes der gleich- 
zeitig untersuchten Kontrollprobe. 


Tabelle iiber die optischen Drehungswerte von Brutschrank- 
und Kontrollproben. 




















Dauer der Er- Letzter (konstant gebliebener) Drehung der Brut- 
wirmung im Wert der Drehung ; 
Brutschrank ai | schrankprobe in 

(36,5 ° C) Brutschrank- | Kontrollprobe Prozenten der 
Stda. probe (— °) | (—°) Kontrollprobe 
48 0,91 0,96 94,8 
72 0,83 | 0,98 89,2 
ai a > 0,98 89.2 95.7 
144 0,71 0,81 87,6 
168 085 1,01 84,1 
216 1) 0,26 0,31 83,9 
288 0,29 0,36 80,6 
336 0,28 0,36 77,8 
408 0,27 | 0,38 71,0 
435 0,27 | 0,39 69,2 
507 pone — | 0,38 ng 67,1 
651 0,24 | 0,38 63,1 











1) Die thermisch vorbehandelten und die Kontrollproben werden 
von diesem Zeitpunkt an wegen der verstiirkten Triibung der Kontroll- 
lésung, die direktes Polarisieren unméglich macht, fiir die Bestimmung 
des Drehungswertes in gleichartiger Weise verdiinnt. 

















Uber Hydrazinverbindungen der «-Glucoheptose. 
Von 
Erhard Glaser und Norbert Zuckermann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Institutes 
der Universitat in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Miirz 1926.) 


AnlaBlich der Darstellung der @-Glucoheptose wurde die 
Erfahrung gemacht, daB zuweilen bei der Trennung der Alkalien 
mit Alkohol ein Teil dieses Zuckers mitgerissen wird, wihrend 
eine nicht unbetrichtliche Menge der bei der Reduktion ge- 
bildeten organischen Salze der Fillung entzogen bleibt. Nach 
dem Abdampfen des Alkohols finden sich diese in den Mutter- 
laugen und verhindern auch nach lingerem Stehen die Kry- 
stallisation der Heptose. Allein wenn auch die Fiallung der 
Alkalisalze eine vollistiindige ist und aus dem Filtrate der 
letzteren der Zucker zum GroBteil in krystallisierter Form ge- 
wonnen werden kann, so liegt nach dessen Absaugen auch in 
diesem Falle eine gewisse Menge der «-Glucoheptose in siru- 
poser Form vor. Da es sich mitunter um betrichtliche Quan- 
tititen handelt, so wurde der Versuch gemacht, durch ge- 
eignete Derivate des Phenylhydrazins den Zucker als Hydrazon 
abzuscheiden und aus diesem durch entsprechende Spaltungs- 
methoden in reiner Form zu isolieren. ‘Hierbei erwies sich, 
das fiir diese Zwecke vielfach empfohlene Benzylphenylhydrazin 
am geeignetsten, dessen Hydrazon in konzentriertem Alkohol 
schwer, in Wasser nahezu unldéslich und nach O. Ruff!) durch 
Formaldehyd leicht spaltbar war. Schon vorher vermochte 
Wohlgemuth?’) durch Spaltung des «-Glucoheptosediphenyl- 
hydrazons mit Benzaldehyd diese Zuckerart in reiner Form 
zu isolieren. 
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Dies und die Bedeutung, welche KE. Fischer*) dem Pheny1- 
hydrazin beimaB, dem er das erfolgreiche Eindringen in das 
weite Land der Kohlehydrate verdankte, und die auch daraus 
hervorgeht, daB er sich 8 Jahre allein, ohne Mitarbeiter mit 
demselben befaBte, endlich aber die bedeutende Rolle, welche 
die substituierten Phenylhydrazine*) spiiterhin in der Isolierung 
und Erkennung der Zuckerarten erlangten, veranlaBten uns, 
sich mit den Hydrazinverbindungen der e@-Glucoheptose niher 
zu befassen und durch Herstellung einer gréBeren Anzahl der- 
selben, sie auf ihre praktische Anwendungsméglichkeit zu 
priifen. 

Die Beweggriinde E. Fischers selbst, das Phenylhydrazin 
an den Zuckern zu erproben, lagen nach Kurt Hoesch®5) in 
seiner Beobachtung bei der Charakterisierung von Aldehyden 
ausgezeichnete Dienste zu leisten, sowie in der aus ihrem aus- 
gesprochenen Reduktionsvermégen erschlossenen Zugehorigkeit 
der Zucker zu dieser Kérperklasse, wenn auch denselben die 
fiir Aldehyde typische Fahigkeit zur Polymerisation, die Farb- 
reaktion mit fuchsinschwefliger Siure und das Vermégen Bi- 
sulfitverbindungen zu bilden, abging. Jetzt werden die Hydra- 
zinverbindungen im allgemeinen zur 'rennung, Charakteri- 
sierung sowie Festlegung der Konfiguration von Zuckerarten 
benutzt, namentlich dort, wo es sich um schwer zugingliche, 
ungern krystallisierende oder aber um leicht lésliche Produkte 
handelt. Die geeignetsten unter ihnen aufzusuchen und nach 
den vorerwihnten Richtungen auf ihre Verwendungsfahigkeit 
gegeniiber a-Glucoheptose zu priifen, waren die Ursache und 
der Zweck der Untersuchung. 

Ganz allgemein muff aber an dieser Stelle vorweg ge- 
nommen werden, daB all dasjenige, was Emil Fischer®) hin- 
sichtlich der Schwierigkeiten in der Feststellung der Schmelz- 
punkte bei den Osazonen und speziell des Phenylglucosazons 
in ausfithrlicher Weise betont hat, auch bei den Heptosazonen 
zutrifft, zumal dieselben ebenfalls unter Zersetzung schmelzen. 
Ks kann daher auf folgendes verwiesen werden: 

Die Schmelzpunktbestimmung wurde immer in der Weise 
vorgenommen, da8 sich die Temperatursteigerung um einen 
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Grad innerhalb 2—3 Sekunden vollzog, wobei fiir die letzten 
5 Grade der Genauigkeit halber 50—60 Sekunden bendtigt 
wurden. Das Durchschmelzen der Substanz erfolgte dann 
genau bei den angegebenen ‘emperaturen, wobei Farb- 
ainderung, Gasentwicklung und Volumvermehrung auftraten, 

Infolge ihrer leichten Zersetzlichkeit konnte bei der Mehr- 
zahl der dargestellten Produkte die Molekulargewichtsbestim- 
mung nach Rast nicht vorgenommen werden; es wurde darauf 
verzichtet, zumal durch die ausgefiihrten Stickstoffanalysen 
dieselben ohnehin eindeutig bestimmt erscheinen. 

Die optische Bestimmung wurde in einer Lésung von 
Pyridin oder einem Gemische von Pyridin und CH,OH 1:1 
ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 

Zunichst wurden Hydrazinverbindungen mit den ver- 
schiedenen monosubstituierten Nitrophenylhydrazinen hergestellt, 
weil diese zur Diagnose der Zuckerarten, insbesondere auch 
als mikrochemisches Reagens Verwendung finden und die mit 
ihnen dargestellten Verbindungen sich durch groBe Bestindig- 
keit, selbst dort, wo es sich um leicht zersetzliche Unter- 
suchungsobjekte handelt, sowie giinstiges Krystallisationsvermégen 
und zusagende Loslichkeitsverhiltnisse auszeichnen. Bei der 
Darstellung der Nitrophenylhydrazone und Osazone wurden 
die Erfahrungen, die die einzelnen Autoren’) bei der Synthe- 
tisierung mit den verschiedenen Zuckerarten sammeln konnten, 
beriicksichtigt. 


a-Glucoheptoseparanitrophenylhydrazon, U,H,,O,-N,HC,H,NO,. 

Das hierzu notwendige Paranitrophenylhydrazin wurde 
nach der seit langem bekannten Vorschrift von Bamberger 
und Kraus‘) mit guter Ausbeute gewonnen. 

0,5 g ¢-Glucoheptose wurden in 2 ccm Wasser geliést und 
mit 0,4 g reinem Paranitrophenylhydrazin, das in 30 ccm 96°/, 
Alkohol] gelést war, '/, Stunde unter RiickfluBkiihlung erhitzt. 
Nach erfolgter Filtration schied sich bereits beim Erkalten das 
gebildete Hydrazon in Form von gelben, langen Nadeln und 
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Bischeln ab, dessen Menge nach dem Kinengen im Vakuum 
zunahm. Nach dem Absaugen und Waschen mit 96°/, Alkohol 
und Ather betrug die Ausbeute 0,4. Durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus 80°/, Alkohol ist die Substanz analysen- 
rein und zeigt bei raschem Erhitzen den Schmelzpunkt von 
199°, wobei Zersetzung eintritt. Das a-Glucoheptoseparanitro- 
phenylhydrazon ist sehr leicht léslich in warmem Pyridin und 
Wasser, leicht in verdiinntem Methyl- und Athylalkohol, schwer 
in heiBem 96°/,igem Alkohol und &uBerst schwer in Aceton 
und konzentriertem Alkohol in der Kilte. In Ather und Petrol- 
Ather ist es unléslich, Von wiiSrigen Alkalien und Ammoniak 
wird die Substanz leicht mit intensiv roter Farbe aufgenommen. 
Zur Analyse wurde im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet. 

3,263 mg Substanz gaben 5,416 mg CQ,, 1,722 mg H,O. 

3,490 mg a ra 0,380 ecm N (23°, 743 mm). 

C,,H,,0,N, Ber. C 45,21°/, H 5,50°/, N 12,17°/, 

Gef. ,, 45,28 5,86 ,, 12,28. 

Polarisation: 0,0364 g Substanz in 2,2 cem Pyridin (spez. Gew. des 
Pyridins 0,9924) gelést, im 20-mm-Rohr bei 16° Drehung: —0,13; daraus 
(ah = —39. 


a-Glucoheptoseparanitrophenylosazon, C,H,,0, -(N,H-C,H,NO,).. 


0,5 g des Zuckers wurden in 4 ccm Eisessig in der Wiirme 
gelést, mit 0,8 Paranitrophenylhydrazin in 10 ccm 96°/, igen 
Alkohol versetzt und durch 1 Stunde am Wasserbad erhitzt. 
Nach kurzer Zeit bereits scheidet sich das Reaktionsprodukt 
als amorphes ziegelrotes Pulver aus, dessen Menge nach dem 
langsamen Verdunstenlassen der Lésung itiber Natronkalk zu- 
nimmt. Nach etwa 18 Stunden wurde abgesaugt, zunichst mit 
Wasser bis zum Verschwinden der Essigsiure, sodann mit 
Alkohol und Ather gewaschen und betrug die Ausbeute an 
diesem Material 0,45 g. Durch Lésen in Pyridin nach C. Neu- 
berg®) und Fallen mit Wasser, Ather oder Ligroin erhilt man 
das Osazon als rotbraunes Pulver, das sich nur schwer ab- 
saugen liBt und bei raschem Erhitzen gegen 240—241° unter 
Zersetzung und Gasentwicklung schmilzt. Dasselbe ist in 
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Pyridin 4uBerst leicht léslich und wird aus diesem Solvens 
amorph ausgeschieden. In den iibrigen Lésungsmitteln ist es 
sehr schwer bis unldslich. Von wiiBrigen Alkalien, schwerer 
von Ammoniak wird es mit indigoblauer Farbe aufgenommen. 
Bei Alkoholzusatz entsteht sofort eine tiefblaue Loésung, die 
durch schwaches Erwiirmen oder lingeres Stehenlassen in 
dunkelviolett tibergeht. Zu demselben Produkte gelangt man 
auch sofort durch schwaches Erwiirmen von salzsaurem Para- 
nitrophenylhydrazin und «-Glucoheptose auf dem Wasserbade. 
3,793 mg Substanz gaben 6,667 mg CO,, 1,793 mg H,0O. 


3,107 mg mn » 8,400 mg CO,, 1,401 mg H,O. 

3,331 mg 7 »  0,5208 cem N (21°, 740 mm). 

4,587 mg - » 90,7193 com N (22°, 738 mm). 
C,5H,,0.N, Ber. C 47,69°/, H 4,6°/, N 17,57°/, 


Gef. ,, 47,88 47,4 ,, 528 505 ,, 17,68 17,62. 
Mol.-Gew.: 0,594 mg Substanz gaben in 8,395 mg Campher: Depres- 
sion: 6°. 
Ber. 478 Gef., 475. 
Die Polarisation konnte wegen allzu dunkler Farbung der 


Lésung nicht vorgenommen werden. 


¢-Glucoheptoseorthonitrophenylhydrazon, 
C,H, ,0,-N,H-C,H,NO,. 

Das Orthonitrophenylhydrazin konnte nach Bischler’®) 
in Form ziegelroter Nadeln vom Schmelzp. 90° erhalten werden. 

Die Gewinnung des @-Glucoheptoseorthonitrophenylhydra- 
zons gelingt weniger leicht, als die der entsprechenden Para- 
verbindung, zumal ein geringer Wasserzusatz die Reaktion im 
ungiinstigen Sinne beeinfluft. Ks wurden daher zu dessen 
Darstellung 0,4 g der Base mit der gleichen Gewichtsmenge 
Zucker in 25 com 96°/,igen Alkohol ohne Wasserzusatz 
auf dem Wasserbade unter RiickfluBkiihlung so lange erhitzt, 
bis eine klare rétlichgelbe Lisung entstand. Hierzu waren 
mehrere Stunden erforderlich. Nach dem Abdampfen im Vakuum 
wurde die Masse zwecks Entfernung des iiberschiissigen Ortho- 
nitrophenylhydrazins mehrfach mit Ligroin ausgekocht und aus 
heif’em Alkohol umkrystallisiert. Man erhilt so das Hydrazon 
in Form von rotlichgelben zu Biischeln vereinigten Nadeln, 
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die rasch erhitzt gegen 172° unter Dunkelfairbung schmelzen. 
Ausbeute befriedigend. Die Krystalle sind sehr leicht léslich 
in Wasser, Pyridin und verdiinntem Alkohol in der Wiirme, 
schwer in heiBen konzentrierten Methyl- und Athylalkohol, 
fast unldslich in 96°/, Athylalkohol, Aceton und Hssigester, 
unldslich in Benzol, Chloroform, Xylol, Ather und Petrolither. 
Von Alkalien, langsamer von NH, wird die dunkelgelbe wib- 
rige oder alkoholische Lésung des Hydrazons entfirbt. 
3,034 mg Substanz gaben 5,077 mg CO,, 1,603 mg H,0. 


3,132 mg a » 5,179 mg CO,, 1,649 mg H,O. 
1,765 mg ss »  0,1906 cem N (20°, 742 mm). 
C,,H,.0,N, Ber. C 45,21°, H. 5,50°/, N 12,17°/, 
Gef. ,, 45,64 45,25 » B91 5,89 » 12,28. 


Die Polarisation konnte wegen Mangels an Substanz, beim 
folgenden Osazon wegen der dunklen Firbung der Lésung 
nicht vorgenommen werden. 


o-Glucoheptoseorthonitrophenylosazon, 
C,H,,0,+(N,H-C,H,NO,),. 

Die Darstellung desselben erfolgte ganz analog der des 
entsprechenden Paraderivates und ergab aus 0,5 ¢ Heptose 
und 0,8 g Orthonitrophenylhydrazin in 10 ccm Alkohol und 
4 ccm Hisessig nach mehrstiindigem Erhitzen eine Ausbeute 
von 0,6 g. Das Produkt wurde durch Lésen in Pyridin und 
Fallen mit Wasser oder Ather als dunkelrotes amorphes Pulver 
vom Schmelzp. 220° gewonnen und nahm unter diesem Lisungs- 
mittel nach lingerem Stehen teilweise krystallinische Struktur 
an. Aus Pyridin krystallisiert der Kérper im Gegensatz zum 
analogen Paraderivat in rubinroten Biischeln und Rosetten. 
Aus Alkohol, in welchem die Substanz iuBerst schwer léslich 
ist, erhilt man sie in langen roten Nadeln. Von waBrigen 
Atzlaugen wird sie nicht unter Farbiinderung aufgenommen. 
Beziiglich der anderen Solventien verhilt sich das Osazon wie 
das entsprechende Paraderivat. 

2,805 mg Substanz gaben 4,918 mg CO,, 1,309 mg H,0. 

3,388 mg . » 9,928 mg CO,, 1,551 mg H,0. 

3,521 mg - »» 90,5505 cem N (24°, 737 mm). 

2,909 mg is » 0,4514 cem N (20°, 744 mm). 
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C,sH,,0,N, Ber. C 47,69°/, H 4,6°/, N 17,57, 
Gef. ,, 47,82 47,68  ,, 5,22 5,11  ,, 17,42 17,69. 

Mol.-Gew.-Best. 0,709 mg Substanz in 5,572 mg Campher: Depres- 
ae" Ber. 478 Gef. 484. 

Auf die Darstellung des «-Glucoheptosemetanitrophenyl- 
hydrazons und Osazons wurde verzichtet, da mehrere Versuche 
die Base nach der Vorschrift von Bischler und Brodsky!" 
herzustellen, fehlschlugen und es kauflich nicht zu erhalten 
war. Auf die Arbeit A. W. van der Haars?) der dieselbe 
Keobachtung machen und durch zweckmiiBige Abiinderung der 
Bereitungsvorschrift die Base herzustellen vermochte, wurden 
wir bedauerlicherweise erst spiiter aufmerksam. 


Dagegen wurde das 2,4-Dinitrophenylhydrazin in den Kreis’ 


der Untersuchung gezogen, zumal es bis nun in der Chemie 
der Kohlehydrate keine Verwendung gefunden hat. Es hat 
sich hierzu als brauchbar erwiesen. Im allgemeinen gelingt 
die Hydrazonbildung infolge Unlislichkeit des 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazins im Wasser, nur in alkoholischer Lésung, 
wihrend fiir die Osazonbildung in eisessigsaurer oder besser 
iiber dem Umweg des Chlorhydrats der Base in schwach salz- 
saurer Liésung gearbeitet werden muB. Wie die monosubsti- 
tuierten zeigen auch die Hydrazone des 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazins hinsichtlich Krystallisation und Bestiindigkeit das 
gleiche Verhalten. Die Osazone sind von hellerer Farbe, bis 
auf Pyridin in den gebriuchlichen Solventien unléslich, kénnen 
aber im Gegensatze zum Paranitrophenylosazon der Heptose 
aus diesem Liésungsmittel in krystallisierter Form gewonnen 
werden. Entsprechend der gréSeren Aciditiit dieser Verbin- 
dungen infolge Anwesenheit mehrerer Nitrogruppen im Molekiile, 
werden sie auch viel leichter von iitzenden Alkalien und Am- 
moniak unter Farbinderung aufgenommen. Anderseits scheint 
ihre Gegenwart auf die Bildungsweise der mit ihnen bereiteten 
Osazone ungiinstiger einzuwirken, da dieselben langsamer als 
die monosubstituierten Produkte entstehen. Die mit dieser 
Base bereiteten Hydrazone sind durch Benzaldehyd spaltbar. 

Zu Vergleichszwecken wurde auch das Hydrazon und 
Osazon des Traubenzuckers dargestellt. 
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Glucose-2,4-dinitrophenylhydrazon, C,H,,0,-N,H-C,H,(NO,),. 
Das Dinitrophenylhydrazin wurde nach Borsche!*) durch 
Umsetzung von Diamin mit Chlordinitrobenzol als roter kry- 
stallisierter Kérper vom Schmelzp. 194—198° leicht gewonnen. 
1g Glucose wurde mit 1,0 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
und 35 ccm 96°/, igen Alkohol ohne Wasserzusatz durch 
mehrere Stunden unter RiickfluBkihlung bis zur vélligen Lésung 
erhitzt, wobei letztere allmahlich eine gelbrote Farbung an- 
nimmt. Wie beim «-Glucoheptoseorthonitrophenylhydrazon 
wird auch hier durch Wasser der Reaktionsverlauf in sehr 
ungiimstiger Weise beeinfluBt. Nach dem Erhitzen wurde die 
Lésung hierauf auf '/, ihres urspriinglichen Volumens auf dem 
Wasserbade eingeengt, heif filtriert, worauf sich beim Erkalten 
das Glucose-2,4-dinitrophenylhydrazon in Form von hiibschen 
kanariengelben Biischeln ausschied. Da dieselben beim Ab- 
saugen und Waschen mit 96°/, Alkohol und Ather offenbar 
infolge eines Oxydationsprozesses rot werden, wurden sie in 
noch feuchtem Zustande in den Exsiccator gebracht. Nach 
elinmaligem Umkrystallisieren ist die Substanz rein und schmilzt 
bei 118—122° unter Zersetzung. Ausbeute fast quantitativ. 
Das Hydrazon ist sehr leicht léslich in Wasser und Pyridin, 
leicht in kaltem Methyl- und Athylalkohol sowie verdiinntem 
Aceton, unléslich in Benzol, Essigester, Chloroform, Tetra- 
chlorkohlenstoff, Ather und Petrolither. Von iitzenden Alkalien 
wird es leicht mit tiefroter Farbe aufgenommen, weniger leicht 
von Ammoniak. Das Hydrazon ist durch Benzaldehyd spaltbar. 
8,012 mg Substanz gaben 4,449 mg CO,, 1,300 mg H,0O. 





3,517 mg ss » 0,490 cem N (24°, 744 mm). 

3,351 mg rf » 0,469 cem N (24°, 742 min). 

C,2H,,0.N, Ber. C 40,00°/, H 4,44°/, N 15,55 °/, 
Gef. ,, 40,28 » 4,83 15,28 15,81. 


Polarisation: 0,067 g Substanz in 2,3 cem Pyridin + Methylalkohol 
1:1 (spez. Gew. der Lésung 0,9667) im 20-mm-Rohr: Drehung +0,07. 
Daraus (a)/° = +12. 


Glucose-2,4-Dinitrophenylosazon, O,H,,0,-[N,H-C,H,(NO,),],. 
Analog den anderen Osazonbildungen wurden 1 g Glucose 
mit 0,8 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 10 ccm Alkohol und 
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7cem KEisessig durch 5—6 Stunden unter Riickflu8kiihlung 
erhitzt, nachher im Exsicecator iiber Natronkalk stehen gelassen. 
Die ausgeschiedene Masse wurde abgesaugt, zuniichst mit Hssig- 
siure, sodann mit heiBem Wasser, Alkohol und Ather ge- 
waschen und durch Lésen in Pyridin und Fallen mit Wasser 
gereinigt. Das resultierende gelbrote amorphe Pulver schmilzt 
bei raschem Krhitzen gegen 256—257° unter Zersetzung. Das 
Osazon ist bis auf Pyridin, aus welchem es in Form von braun- 
gelben Biischeln und Rosetten krystallisiert, in den meist ge- 
briiuchlichen Liésungsmitteln fuBerst schwer bis unldslich. 
Atzende Alkalien nehmen es leicht, Ammoniak langsamer vor- 
nehmlich bei Gegenwart von Alkohol mit dunkelvioletter 
Farbe auf. 


3,049 mg Substanz gaben 4,460 mg CO,, 1,021 mg H,0O. 


2,330 mg - 5»  0,4263 cem N (22°, 751 mm). 
Gef. ,, 39,9 4 Sed yy 20,92. 


Polarisation: 0,0412 g Substanz in 2,2 eem Pyridin (spez. Gew. des 
Loésungsmittels 0,9924) im 20-mm-Rohr bei 16°: Drehung anniihernd 
—0,5: Daraus («)}® = —133. 


a-Glucoheptosedinitrophenylhydrazon, 
C,H,,0, + N,H- C,H,(NO,),. 

Auf dieselbe Weise wie das entsprechende Glucosederivat 
dargestellt, wurde aus 0,5 g Heptose und 0,4 g 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazin in 25 cem 96°/,igem Alkohol das Hydrazon in einer 
Ausbeute von 0,4 g als gelber krystallinischer Kérper erhalten. 
Aus 96°/, Alkohol in der Hitze umkrystallisiert, erhilt man 
gelbe, derbe prismatische Platten, die rasch erhitzt bei 180 
bis 181° unter Verfirbung schmelzen. Die Krystalle sind 
leicht léslich in Wasser, Pyridin, verdiinntem Methyl- und 
Athylalkohol, iuBerst schwer in konzentriertem Alkohol, Aceton 
und unldslich in Benzol, Chloroform, Ather, Petrolither, Xylol 
und Tetrachlorkohlenstoff. WiBrige Alkalien lésen das Hydrazon 
mit dunkelroter Farbe. Ebenso wie das entsprechende Glucose- 
derivat ist auch dieses Produkt mit Benzaldehyd leicht spaltbar, 


3,380 mg Substanz gaben 5,007 mg CO,, 1,366 mg H,O. 
3,550 mg ss, » 0,458 eem N (23°, 743 mm). 
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C,3H,.0.N, Ber. C 40,0, H 4,61°/, N 14,359, 
Gef. ,, 40,4 yy 4552 » 14,54. 

Mol.-Gew.-Best.: 0,174 mg Substanz in 8,453 mg Campher: Depres- 

sion 2,2°. 
Ber. 390 Gef. 374. 

Polarisation: 0,0246 g Substanz in 2,3 cem Pyridin + Methylalkohol 
1:1 (spez. Gew. des Pyridins 0,9654) im 20-mm-Rohr bei 17°: Drehung 
—0,06; daraus (a)}? = — 28. 


«-Glucoheptose-2,4-dinitrophenylosazon, 
C_H,,0, -[NeH- C,H(NO),},- 

),8 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurden in der berechneten 
Menge HCl gelést und mit 0,5 g des Zuckers in 20 com Wasser 
am Wasserbade vorsichtig erwirmt. Die urspriinglich hellgelbe 
Lésung triibt sich und scheidet nach wenigen Minuten das 
Osazon als rotgelbes amorphes Pulver ab. Nach dem Aus- 
kochen mit Alkohol und Ather wurde die Substanz durch 
Lisen in Pyridin und Fallen mit Ather gereinigt. Schmelz- 
punkt 231—282° unter Zersetzung. Aus Pyridin erhalt man 
das Osazon in Form von rétlichgelben Biischeln. Von Alkali 
wird cs leicht mit violetter Farbe aufgenommen, schwieriger 
von Ammoniak. Hinsichtlich seiner Léslichkeit in den iibrigen 
Solventien verhilt es sich bis auf Pyridin, in welchem es etwas 
leichter lislich ist als das entsprechende Glucosederivat, diesem 
analog. 


3,009 mg Substanz gaben 4,405 mg CO,, 1,001 mg H,0. 


2,928 mg en » 0,500 cem N (21°, 752 mm), 
Gef. ,, 39,93 ~~ Bae 5» 19,62. 


Die Polarisation war wegen der dunklen Farbe der Lésung 
unmdelich, 

Versuche, die Hydrazinverbindungen mit 2,4,6-Trinitro- 
phenylhydrazin (nach Purgotti)!*) und @-Glucoheptose in Shn- 
licher Weise herzustellen, gelangen nicht, weil offenbar die 
Anwesenheit mehrerer negativer Gruppen im Molekiile das 
Zustandekommen derartiger Verbindungen hindert. Es ist dies 
eine dhnliche Erscheinung, wie sie KE. Glaser und Thaler?) 
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beim Versuch der Darstellung von Trinitrophenolglucosiden zu 
beobachten Gelegenheit hatten. 

J. Raschen!*) hat die Verbindungen des Traubenzuckers 
mit den Tolylhydrazinen hergestelit und Neuberg*’) schreibt 
ihnen ihnliche Eigenschaften gegeniiber Aldosen und Ketosen, 
wie sie beim Phenylhydrazin vorliegen, zu. in neuerer Zeit 
haben die Tolylhydrazine durch die Untersuchungen A. W. van 
der Haars!) fir die Isolierung mancher Monosaccharide ge- 
wisse Bedeutung erlangt und bildet deren Orthoderivat ein 
empfindliches Reagens auf Galaktose. Demselben Autor gelang 
es wohl die Hydrazone einiger Zuckerarten darzustellen, nicht 
aber die der Xylose, d-Glucose und d-Fructose. Die Hydrazone 
der «-Glucoheptose konnten gleichfalls weder durch Erhitzen in 
neutral alkoholischer Lésung, noch durch Stehenlassen der 
schwach essigsauren Lésung in der Kialte gewonnen werden, was 
wohl auf strukturelie Verwandtschaft mit jenen zuriickgefiihrt 
werden kann. Demgegeniber gelangt man rasch zu deren 
Osazonen durch Erhitzen der Komponenten in essigsaurer Lisung. 


-Glucoheptoseorthotolylosazon, U,H,,O,-(N,H- CH, -C,H,),. 
0,6 g Glucoheptose wurden in 20 ccm Wasser geloést, mit 
1 g Orthotolylhydrazin (Kahlbaum) in 4ccm 50°/ iger Kssig- 
siiure versetzt und wihrend einer Stunde auf dem Wasserbade 
erwarmt. Schon nach kurzer Zeit beginnt die Ausscheidung 
goldbronzefarbener Krystalle, die nach dem Erkalten abgesaugt, 
mit warmem Wasser, wenig Alkohol und Ather gewaschen und 
aus 50°/, Alkohol umkrystallisiert beim raschen Erhitzen gegen 
177° unter Zersetzung schmelzen. Durch Wiederholung dieser 
Operation lift sich nach einigen Stunden fast die gesamte 
Menge des Zuckers aus der Mutterlauge als Osazon abscheiden. 
Die Substanz, die man aus Alkohol in Form von gelben Kry- 
stallen erhalt, ist leicht léslich in heiBem Methylalkohol, 
schwerer in Athylalkohol in der Hitze, schwer in Aceton, fast 
unldslich in Benzol, Chloroform, Ather und Wasser, unlislich 
in Petrolither. 
3,461 mg Substanz gaben 7,692 mg CO,, 2,131 mg H,O. 
3,321 mg - » 0,402 com N (24° 744 mm). 
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C,,H,,0;N, Ber. C 60,579, H 6,739,  N 13,46%, 
Gef. ,, 60,61 6,9 » 13,62. 
Polarisation: 0,0648 g Substanz in 2,4 cem Pyridin + Methylalkohol 
i:1 (spez. Gew. des Lisungsmittels 0,9667) im 20-min-Rohr bei 16°: 
Drehung anniihernd — 0,05; daraus («)j,° = — 9. 


a-Glucoheptosemetatolylosazon, C,H,,O, -(N,H- CH, + O,H,);. 

Aus 0,5 g Heptose in 15 com Wasser und 0,8 g Metatolyl- 
hydrazin (Schuchardt) in 4 ccm 50°/, Essigsiure resultierten 
in &hnlicher Weise hellgelbe Krystalle, die nach dem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol rasch erhitzt gegen 186° 
unter Zersetzung schmelzen. Sie haben die Form von kleinen 
gelben Rosetten und sind leicht léslich in heiBem Methyl- und 
Athylalkohol sowie Aceton, iuBerst schwer in Benzol und 
Chloroform, fast unléslich in Ather und unlislich in Petrol- 
ither. Vom Orthoderivat unterscheiden sie sich durch ihre 
gréBere Léslichkeit in den genannten Solventien, sowie ihre 
vollige Unldéslichkeit in Wasser. 

3,387 mg Substanz gaben 7,534 mg CO,, 1,976 mg H,O. 


2,076 mg ¥ »  0,2452 eem N (20°, 746 mm). 
C,,H,,0;N, Ber. C 60,579, HH 6,739,  N 18,46, 
Gef. ,, 69,66 » 6,53 , 13,26. 


Mol.-Gew.-Best.: 0,208 mg Substanz in 3,253 mg Campher: Depres- 
sion: 6°. 
Ber. 416 xef. 426. 


Polarisation: 0,0224 ¢ Substanz in 2,3 cem Pyridin + Alkohol 1:1 
(spez. Gew. des Lésungsmittels 0,9654) im 20-mm-Rohr bei 17°: Drehung 
—0,06, daraus («)}’ =— 30. 


a-Glucoheptoseparatolylosazon, C_H,,O, -(N,H- CH, -C,H,),. 


Hergestellt auf dieselbe Art wie bei der Ortho- und Meta- 
verbindung wurden kleine gelbe Nadeln und Biischel vom 
Schmelzpunkte 215—216° erhalten. Von: den beiden zuvor 
genannten werden sie durch die Schwerléslichkeit in heiBem 
96°/,igem Alkohol unterschieden. Sonst sind sie leicht léslich 
in Pyridin und auferst schwer in Aceton, Benzol und Chloro- 
form, sowie unldslich in Ather, Petroliither. und Wasser. Hin- 
sichtlich ihrer Farbe unterscheiden sich die 3 Isomere dadurch, 

















Uber Hydrazinverbindungen der «-Glucoheptose. 49 


daB der Farbcharakter von hellgelb der Metaverbindung bis 
zum Braungelb der Orthoverbindung verstirkt erscheint. 


3,105 mg Substanz gaben 6,892 mg CO,, 2,002 mg H,0. 


3,090 mg “ » 6,872 mg CO,, 1,801 mg H,0O. 
4,558 mgs, ,,  0,5439 cem N (20° 743 mm). 
CG, ON, Ber. C 60,57°/, H 6,73°/, N 13,46°, 


Gef. ,, 60,54 60,65 ,, 6,57 6,52 ,, 13,59. 

Polarisation: 0,0172 g Substanz in 2,2 eem Pyridin (spez. Gew. des 
Lésungsmittels 0,9911) im 20 mm-Rohr bei 17° zeigten keine merkliche 
Drehung. 

Wie wir uns bei der Darstellung der Heptose selbst iiber- 
zeugen konnten, ist das Benzylphenylhydrazin fiir die Isolierung 
dieses Zuckers, da es in Alkohol sehr schwer loésliche, mit 
Formaldehyd leicht spaltbare Hydrazone bildet, von groBer 
Bedeutung und es wurden daher zwecks niherer Untersuchung 
auch mit diesem Reagens die entsprechenden Derivate her- 
gestellt. 


a«-Glucoheptosebenzylphenylhydrazon, 
C,H,,0, +N, - C,H, - CH, - C,H. 

Die Base wurde nach Meyer?) hergestellt. Zur Gewin- 
nung des Hydrazons wurden 1 g «@-Glucoheptose in méglichst 
wenig Wasser gelést und 1 g sehr reines Benzylphenylhydrazin 
in 10 cem Alkohol hinzugefiigt. Die Masse wurde sodann bis 
zur volligen Klarung am Wasserbade durch mehrere Minuten 
erwirmt und nachher erkalten gelassen. Nach einigen Stunden 


beginnt die Krystallisation langer Nadeln, die sich nach all-— 


mihlicher Zugabe der 6—8fachen Menge Wassers rasch ver- 
mehren. Ausbeute fast quantitativ. Nach dem Absaugen und 
Waschen mit Alkohol und Ather zeigen dieselben bei raschem 
Erhitzen einen Schmelzp. von 155—156°. Dieselben waren 
leicht léslich in Pyridin sowie in heiBem Methyl- und Athyl- 
alkohol, schwer léslich in der Kilte und unléslich in Wasser, 
Ather und Petroliither. 


3,390 mg Substanz gaben 7,663 mg CO,, 2,199 mg H,O. 

8,721 mg i »  0,2391 cem N (20°, 743 mm). 

4,060 mg i 5 0,265 cem N (25°, 744 mm). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII. 4 
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C,,H..0,N, Ber. C 61,53°/, H 6,66°/, W 717%, 
Gef. ,, 61,65 » 1;26 » 7,82 7,82. 
Die Polarisation wurde wegen zu geringer Substanzmenge 
nicht vorgenommen. 


-Glucoheptosebenzylphenylosazon, 
C,H,205 + (N, + CoH; » CH, - C,H;)2. 

Zu dessen Bereitung wurden 3 g Glucoheptose in wenig 
Wasser gelést, mit 7 g eines kiuflichen Benzylphenylhydrazin- 
priparates versetzt, 6 ccm 50°/,ige Essigsiure und 20 ccm Al. 
kohol hinzugefiigt und durch einige Zeit bis zur Klarung er- 
wirmt. Nach dem Erkalten scheidet sich ein Ol aus, das 
spiter fest wird und nach Ofner’”®) sich als Verunreinigung 
des Benzylphenylhydrazins herausgestellt hat. LaBt man langere 
Zeit, etwa 2—3 Wochen stehen, so beobachtet man eine reich- 
liche Abscheidung hiibscher gelblicher Krystalle. Nach ihrem 
Absaugen und Waschen mit Wasser, Alkohol und Ather hinter- 
bleibt eine gelbe Krystallmasse, die sich durch auferordentliche 
Schwerléslichkeit in heiSem konzentriertem Alkohol auszeichnet. 
Die Ausbeute ist befriedigend. In Pyridin gelést und mit 
Wasser und Ather gefallt, erhilt man das Osazon in Form 
von gelben Doppelbiischeln, deren Schmelzpunkt gegen 216 
bis 218° liegt. Beim lingeren Stehen im Lichte zersetzt es 
sich unter Dunkelfarbung, doch kann es durch Umkrystallisieren 
wieder leicht gereinigt werden. Das Produkt ist leicht léslich 
in Pyridin, auSerordentlich schwer in heiBem Methyl- und 
Athylalkohol und unléslich in Benzol, Ather und Petrolither. 


8,050 mg Substanz gaben 7,191 mg CQ,, 1,772 mg H,O. 


3,161 mg = » 1,453 mg CQ,, 1,856 mg H,O. 
8,086 mg * » 1,467 mg CO,, 1,748 mg H,0. 
3,337 mg aS »  0,3401 com N (20°, 744 mm). 
1,156 mg - 5  0,1254 cem N (21°, 742 mm). 
C,H, 0,N, 
Ber. C 65,27°/, H 6,27, N 11,71, 
Gef. 64,80 64,30 65,99 6,5 6,57 6,34 11,62 12,30. 


Polarisation: 0,0288 g Substanz in 2,3 ccm Pyridin (spez. Gew. des 


Lésungsmittels 0,9911), bei 18° im 20-mm-Rohr: Drehung —0,11, daraus 
(a)h8 = — 44, 
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Erwartet wurde analog den bisher angefiihrten Osazonen 
eigentlich auch in diesem Falle ein K6érper von der Formel 
C.,H,,0,N,. Berm Nachgehen der Ursache dieser differenten 
Erscheinung suchten wir uns beim homologen Glucosederivat Auf- 
klirung zu verschaffen, wobei uns auffiel, daB bereits Ofner?}) im 
Gegensatze zu C. Neuberg?’) die Bildung eines primar sekun- 
diiren Osazons von der Formel C,,H,.O,N, bekannt gibt, daB 
mit dem von C. Neuberg dargestellten disekundiren Fructose- 
benzylphenylosazon angeblich von der Formel C,,H.,O,N, iden- 
tisch war. Diese Identitaét ging aus dem gleichen Schmelz- 
punkte beider Kérper sowie dem Umstande hervor, daB der 
Mischschmelzpunkt beider Substanzen den fiir das Osazon be- 
treffenden Schmelzpunkt zeigte. 

Auch fiir den von uns dargestellten Kérper muf nach 
der Analyse zu schlieBen, die Formel C,H,,0, -(N,H-C,H, 
- N,CH,C,H, -C,H,) angenommen werden, was eine Bestitigung 
der Auffassung Ofners bedeutet, der auch die Darstellung 
eines disekundiren Benzylphenylosazons infolge sterischer Be- 
hinderung fiir unméglich halt und fiir die Bildung des primir 
sekundiren Produktes folgende Erklarung gibt.??) Hiernach ist 
das bei der freiwilligen Zersetzung von Benzylphenyihydrazin 
sich bildende Phenylhydrazin an der Reaktion in dem Sinne 
beteiligt, dab sich zuniichst das Phenylglucosazon bildet, welches 
nachher durch Einwirkung von iiberschiissigem Benzylphenyl- 
hydrazin einen primiren gegen einen sekundiren Hydrazinrest 
austauscht und zur Bildung dieses primir sekundiren Produktes 
AnlaB gibt. Fiir die Bildung dieses Kérpers ist die Anwesen- 
heit von Phenylhydrazin im Benzylphenylhydrazin Grund- 
bedingung, wie auch die Quantitit des sich bildenden Osazons 
abhingig ist von der Menge des durch Zersetzung von Benzyl- 
phenylhydrazin entstehenden Phenylhydrazins. In Uberein- 
stimmung damit konnte Ofner sowohl durch Einwirkung von 
iiberschiissigem Benzylphenylhydrazin auf Phenylglucosazon, als 
auch beim Erhitzen von Glucosebenzylphenylhydrazon mit Phenyl- 
hydrazin dasselbe gemischte Osazon erhalten. Dementsprechend 
konnte durch Zusammenbringen der Base in reiner Form mit 


a-Glucoheptose dieses Produkt nicht gewonnen werden. 
4* 
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a-Glucoheptosemethylphenylosazon, C,H,,0, -(N,CH, - C,H,),. 


Das seinerzeit von Neuberg”!) zur Erkennung und Iso- 
lierung von Ketosen angegebene Methylphenylhydrazin erwies 
sich auch bei der Heptose zur Bereitung des Osazons als ge- 
eignet. Das betreffende Hydrazon wurde bereits von Wohl- 
gemuth’) hergestellt. 

0,4 g Heptose wurden in 2,5 ccm Wasser gelést und 0,8 g 
asymmetrisches Methylphenylhydrazin zugefiigt. Nach Zusatz 
von 1,6 ccm Alkohol war die Lésung klar und wurde nach 
Zugabe von 1 ccm konzentrierter Essigsiure am Wasserbade 
durch 4 Minuten erwiirmt, wobei sie sich dunkler farbte. Nach 
2—3tigigem Stehen im verschlossenen Gefafe wurde die Lésung 
mit der fiinffachen Menge Ather verdiinnt und mit Petrolither 
im Uberschusse versetzt. Nach 1tagigem Stehen unter hiufigem 
Umschiitteln schied sich eine bedeutende Menge des Osazons 
in Form von gelben feinen Nadeln aus. Diese wurden ab- 
gesaugt, mit wenig Alkohol und Ather gewaschen und aus 
96°/, Alkohol unter Zusatz von etwas Tierkohle umkrystallisiert. 
Mit Wasser bis zur beginnenden Triibung versetzt, scheidet 
sich das Osazon in schon krystallisierter Form ab. Der Schmelz- 
punkt der rasch erhitzten Substanz betrug 173°. Die Kry- 
stalle waren leicht léslich in Pyridin und warmem Methylalkohol, 
sehr schwer ldslich in kaltem Athylalkohol, leichter in warmen 
sowie in Aceton, fast unldslich in trockenem Benzol und un- 
léslich in Wasser, Ather und Petrolither. Nach langem Stehen 
in direktem Sonnenlichte fiarben sie sich dunkler. 


3,942 mg Substanz gaben 8,805 mg CO,, 2,370 mg H,O. 


3,210 mg os » 7,101 mg CO,, 1,971 mg H,O. 

3,402 mg - », 09,4075 eem N (25°, 741 mm). 

C,,H,,0;N4 Ber. C 60,57°/, mM 6,78°), N 13,46°/, 
Gef. ,, 60,92 60,33 ,, 6,73 687 , 13,38. 


Mol.-Gew.-Best.: 0,308 mg Substanz in 5,298 mg Campher: Depres- 
sion: 5,6°. 


Ber. 416 Gef. 425. 





Polarisation: 0,0254 g Substanz in 2,3 cem Pyridin + Methyl- 
alkohol 1:1 (spez. Gew. des Lésungsmittels 0,9667) bei 16° im 20-mm- 
Rohr: Drehung —0,45, daraus (a)}* = — 204. 
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a-Glucoheptoseathylphenylhydrazon, C,H,,0,-N,+-C,H,-C,H 

Das yon Emil Fischer?) zuerst hergestellte Athylphenyl- 
hydrazin wurde von diesem*4) und von Elbers®®) fiir den 
analytischen Nachweis der Phenylglyoxylsiure, der Glyoxylsiure, 
Mesoxalsiure und Glyoxalsiiure als besonders geeignet be- 
zeichnet. Fir die Abscheidung der Kohlenhydrate wurde es 
zuerst von Ofner**) in Verwendung gezogen. 

Aus 0,4 g a@-Glucoheptose in 1,5 com Wasser und 0,4 g 
vorgenannter Base in 10 cem Alkohol schied sich nach zwei- 
stiindigem Erhitzen unter RiickfluBkiihlung und nachheriger 
Behandlung mit Tierkohle das Hydrazon sofort nach dem Ver- 
dunsten des Alkohols im Exsiccator in zentimeterlangen, farb- 
losen, derben prismatischen Nadeln aus. Nach dem Umkrystal- 
lisieren aus heiBem Alkohol resultierte ein Schmelzpunkt von 
145°. Die Krystalle waren sehr leicht léslich in Wasser und 
Pyridin, leicht in Methylalkohol, etwas schwerer in kaltem 
Athylalkohol, auBerordentlich schwer in Aceton und unléslich 
in Ather, Petroliither und Benzol. Im Gegensatz zu dem vou 
Ofner dargestellten Glucosederivat konnte dieses Produkt 
sowohl in methylalkoholischer, als auch athylalkoholischer 
Lésung vollig frei von Krystallalkohol gewonnen werden. 

3,247 mg Substanz gaben 6,520 mg CQ,, 2,141 mg H,0. 


we 
~» 


3,284 mg 5, 0,243 ecm N (20°, 743 mm). 
C,;H,,0O.N. Ber. C 54,87°/, H 7,31°/, N 8,53°/, 
Gef. ,, 54,76 » 7,88 » 8,43. 


Polarisation: 0,0158 g Substanz in 0,4 eem Pyridin + Alkohol 1:1 
(spez. Gew. des Liésungsmittels 0,9667) im 100-mm-Rohr bei 16°: Dre- 
hung —0,94, daraus (a)},° = —23. 

Beim Versuche der Herstellung des Osazons wurden immer 
nur sirupése Produkte erhalten, aus denen Krystalle sich nicht 


abscheiden lieBen. Die Darstellung desselben mufte unter- 
bleiben. 


c-Glucoheptose-f-naphthylhydrazon, C,H, ,O,-N,H-C,,H,. 
Vom f-Naphthylhydrazon ist es nach Hilger und Rothen- 
fusser”"), sowie van Ekenstein und Lobry de Bruyn?) 
bekannt, daB sich die Verbindungen derselben mit Zuckerarten 
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*) Identisch mit Glucoson- und Fructosederivat. 
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durch gutes Krystallisationsvermégen und Schwerldslichkeit 
auszeichnen und daB sie anderseits durch Benzaldehyd leicht 
spaltbar sind. 

0,4 g der Heptose wurden in méglichst wenig Wasser ge- 
lést und 0,4 g #-Naphthylhydrazin in 20 ccm 96°/, igen Alkohol 
zugefiigt. Die vereinigten Liésungen wurden filtriert, wenige 
Minuten erwirmt und nach dem Erkalten unter VerschluB 
stehengelassen. Nach kurzer Zeit erstarrt die Masse durch 
Ausscheidung des Hydrazons zu einem dicken Krystallbrei. 
Nach Absaugen, Waschen mit Wasser, Alkohol und Ather und 
Umkrystallisieren aus Alkohol erhalt man das Hydrazon leicht 
in Form von farblosen Nadeln, die haufenweise angeordnet 
sind, und im reinen Zustande im Dunkeln sich lange Zeit auf- 





*) Identisch mit Fructosederivat. 
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bewahren lassen. Dieselben sind leicht léslich in warmem 
Methyl- und Athylalkohol, iuBerst schwer in diesem Solventien 
in der Kalte, sowie in heiSem Aceton und unldslich in Ather, 
Petrolather und Benzol. Von Pyridin werden sie leicht aut- 
genommen. Der Schmelzpunkt der mehrfach umkrystallisierten 
Substanz liegt bei 182°. 

3,183 mg Substanz gaben 6,789 mg CO,, 1,843 mg H,O. 


3,198 mg _s,, , 6,799 mg CO,, 1,891 mg H,0. 
3,403 mg sa, » 0,242 cem N (20°, 746 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. C 58,28°/, H 6,28°/, N 8,0, 

Gef. ,, 58,17 57,98 , 6,48 6,62 » 8,13. 


Polarisation: 0,025 g Substanz in 2,2 eem Pyridin (spez. Gew. des 
Lésungsmittels 0,9911) im 20-mm-Rohr bei 17°: Drehung —0,03, daraus 
(a)i,' = —18. 

Um die Hydrazinverbindungen der «-Glucoheptose gegen- 
iiber denen anderer Zuckerarten auf ihr individuelles Verhalten 
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und im Zusammenhange damit auf ihre Verwendungsméglich- 
keiten zu priifen, wurden die physikalischen Konstanten, soweit 
sie bestimmt wurden, in einer Tabelle iibersichtlich zusammen- 
gestellt. Die Veranlassung, hierin die 1-Xylose aufzunehmen, 
bot uns der Umstand der ahnlichen Konfiguration des Zucker- 
molekiils, fiir die d-Glucose ihr genetischer Zusammenhang. 

Entsprechend dem steigenden Molekulargewicht dieser drei 
Monosaccharide finden wir auch sowohl bei den Zuckern 
(1- Xylose 143°, d- Glucose 146°, «-Glucoheptose 185—190°), 
als auch deren Hydrazonen und Osazonen mit steigender Kohlen- 
stoffanzahl zumeist héhere Schmelzpunktziffern. Insbesondere 
zeigen alle Osazone einen héheren Schmelzpunkt als die ent- 
sprechenden Hydrazone. Ganz gesetzmiBig haben die Para- 
derivate dieser Produkte den héchsten Schmelzpunkt. Das 
Paratolylglucosazon, das in dieser Hinsicht eine Ausnahme 
machen wiirde und zu einem Zeitpunkte hergestellt ist, wo man 
hinsichtlich der Eigentiimlichkeit der Schmelzpunkte von Hydra- 
zinverbindungen noch nicht im Klaren war, wire in diesem 
Punkte wohl einer Revision zu unterziehen. 

Hinsichtlich des Farbcharakters liBt sich im allgemeinen 
sagen, daB die Osazone dunkler gefirbt sind als die Hydrazone. 
Die Farbintensitéat ist bei den Heptoseverbindungen eine er- 
heblichere und zeigt eine Tendenz gegen die rote Seite des 
Spektrums. Von den isomeren Tolylosazonen ist die Farbe 
von hellgelb der Metaverbindung bis zum braungelb des Ortho- 
produktes verstirkt. 

Mit der héheren Kohlenstofizahl scheint fernerhin die Lés- 
lichkeit in Methyl- und Athylalkohol abzunehmen, was _ be- 
sonders beim Ortho- und Paranitrophenyl-, beim 2,4-Dinitro- 
phenyl- und beim Athylphenylhydrazon, sowie beim gemischten 
Phenylbenzylosazon der Heptose zum Ausdruck kommt. Alle 
Osazone sind in Wasser, Ather und Petrolither unldslich. Was 
die iibrigen Solventien anlangt, so sind saimtliche Hydrazin- 
verbindungen durch eine Leichtléslichkeit in Pyridin ausge- 
zeichnet. Von den isomeren Tolylosazonen der a-Glucoheptose 
ist das Paraderivat in konzentriertem Alkohol aiuBerst schwer 
léslich. Die Léslichkeit nimmt gegen das Metaderivat ab. 
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Beziiglich ihres polarimetrischen Verhaltens zeigen die von 
uns untersuchten Heptosehydrazinverbindungen im Gegensatz 
zu denen der Glucose in Pyridin oder einem Gemische von 
gleichen Teilen Pyridin und Methylalkohol durchwegs Links- 
drehung; sie stellen also eine Analogie zur Xylose dar, deren 
untersuchte Hydrazinderivate ebenfalls linksdrehend sind. Be- 
sonders auffillig ist die Drehung des Methy!phenylosazons der 
Heptose, dessen spez. Drehungsvermégen bei — 204 liegt. 

Wenn man das Ergebnis der Untersuchungen nach der 
Richtung iiberblickt, welche praktische SchluBfolgerungen sich 
daraus ableiten lassen, so ergibt sich, da& von den bereiteten 
Hydrazinverbindungen der «-Gluccheptose wegen ihrer raschen 
und sicheren Darstellbarkeit und guten Bestindigkeit 
das Hydrazon und Osazon des Paranitrophenylhydrazins, ferner 
das Benzylphenylhydrazin, sowie die Osazone des Meta- und 
Paratolylhydrazine als makroskopisches Reagens in Betracht 
kommen. Durch bedeutende Schmelzpunktdifferenzen 
segeniiber den entsprechenden Hydrazinderivaten der struktur- 
verwandten d-Glucose sind ausgezeichnet die Hydrazone des 
Phenyl-, Athylphenyl- und 2,4-Dinitrophenylhydrazins, sowie die 
Osazone des Benzylphenyl- und 2,4 - Dinitrophenylhydrazins. 
Durch ein besonders auffalliges Abweichen im optischen Ver- 
halten ist das «-Glucoheptosemethylphenylosazon (— 204) 
charakterisiert; ahnlich verhalten sich die Hydrazone des Para- 
nitrophenyl-, 2,4-Dinitrophenyl- und f-naphtylhydrazins. Kin 
besonders schénes und charakteristisches Krystalli- 
sationsvermégen zeigen fernerhin das Heptoseparanitro- 
phenylhydrazon, das in schénen gelben Nadeln und Biischeln 
krystallisiert, sodann das «@-Glucoheptose -2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazon mit gelben prismatischen Platten, weiter das Benzyl- 
phenyl- und Athylphenylhydrazon mit derben prismatischen 
Nadeln und endlich das Phenylbenzylosazon der Heptose mit 
fiir Osazone charakteristischen, Doppelbiischeln. 

Da die bisher dargestellten Hydrazinderivate der «-Gluco- 
heptose, vornehmlich dessen Phenylosazon, in der Krystall- 
form, Farbe und Schmelzpunkt vielfache Ahnlichkeit mit dem— 
Glucosazon zeigen und von letzterem nach E. Fischer*) am 
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besten noch durch die Analyse unterschieden werden kann, so 
ergeben sich fiir die Identifizierung der «-Glucoheptose Schwie- 
rigkeiten. Diese sind nach vorstehenden Ausfiihrungen am besten 
dadurch zu umgehen, daB man zum makroskopischen Nach- 
weise dieser Zuckerart das Paranitrophenylhydrazin, welches 
durch leichte Darstellbarkeit, Bestindigkeit, giinstiges optisches 
Verhalten und gute Krystallisationsverhiltnisse ausgezeichnet 
ist oder, noch besser das Dinitrophenylhydrazin, das iiberdies 
wegen des sehr differenten Schmelzpunktes und des Unter- 
schiedes in der Krystallform gegeniiber dem analogen Glucose- 
derivat sich dazu eignet, benutzt. 

Wegen der leichten und charakteristischen differenten 
Krystallisierbarkeit kommt fiir die mikrochemische Identi- 
fizierung der «-Glucoheptose in erster Linie das vorerwihnte 
2,4- Dinitrophenylhydrazin, dann aber auch das Benzylphenyl- 
hydrazon und das Athylphenylhydrazon in Betracht. 

Zur Reinigung der Heptose ist wegen seiner Schwer- 
léslichkeit in Alkohol und Wasser, dessen Benzylphenylhydr- 
azon, das nach Ruff und Ollendorff*!) durch Formaldehyd 
leicht spaltbar ist, am besten geeignet. 

Fiir die Isolierung bzw. Trennung von d-Glucose ist 
wiederum das Hydrazon des 2,4- Dinitrophenylhydrazins, welches 
gegeniiber dem Glucosederivat in konzentriertem kalten Alkohol 
iuBerst schwer léslich ist, verwendbar. 


Zusammenfassung. 


Zur Feststellung, welche Hydrazinverbindungen zur Identi- 
fizierung, Charakterisierung und Isolierung der «-Glucoheptose 
am geeignetsten sind, wurden dessen Paranitrophenylhydrazon 
vom Schmelzp. 159°, dessen Osazon vom Schmelzp. 243°, das 
Orthonitrophenylhydrazon und Osazon von den Schmelzpunkten 
172° und 220°, dann die Hydrazone und Osazone des 2,4-Di- 
nitrophenylhydrazins mit d-Glucose und «-Glucoheptose mit 
den Schmelzpunkten 118—122° und 256—257°, sowie 180° und 
231°, ferner das Ortho-Para- und Metatolylosazon mit den 
Schmelzpunkten 177°, 215° und 186°, sodann die entsprechenden 
Derivate des Benzylphenylhydrazins mit den Schmelzpunkten 
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156—157° und 216—218°, ferner das Methylphenylosazon und 
die Hydrazoue des Athylphenylhydrazins und -Naphthylhydra- 
zins mit den Schmelzpunkten 150°, 145° und 182° dargestellt. 
Ihre Gewinnung gelang in bekannter Weise in neutral-alko- 
holischer, in essigsaurer oder schwach salzsaurer Liésung iiber 
das Chlorhydrat der betreffenden Base. Die Darstellung er- 
folgt rasch, ausgenommen beim Phenylbenzylosazon, dessen 
Bildung 2—3 Wochen in Anspruch nahm. 

Simtliche dargestellten Produkte zeigten bis auf das 
amorphe Paranitrophenylosazon der Heptose zumeist ein gutes 
Krystallisationsvermégen. 

Sie waren durchwegs, und dies in Ubereinstimmung mit 
den entsprechenden Xylosederivaten, in Pyridin oder einem 
Gemische von Pyridin und Methylalkohol linksdrehend im 
Gegensatze zu den entsprechenden Glucosederivaten, bei denen 
das Drehungsvermégen sich nach beiden Richtungen vollzieht. 

Versuche, das 2,4-Dinitro- und 2,4, 6-Trinitrophenylhydrazin 
in die Chemie der Zuckerarten einzufiihren, gelangen nur bei 
ersterem, offenbar, weil mit steigender Anzahl von Nitrogruppen 
im Molekiile die zunehmende Aciditit die Bildung derartiger 
Verbindungen hindert. 

Mit Benzylphenylhydrazin kam es nicht zu einem primiren, 
wie erwartet, sondern zur Bildung eines primir-sekundiren 
Phenylbenzylosazons, dessen Analogon bei der Glucose Ofner 
bereits friiher feststellen konnte. 

Das Methylphenylosazon sowie das vorhergehende zeigten 
sich mit der Zunahme der GréBe des neben der Phenylgruppe 
im Hydrazon vorhandenen Radikals als weniger bestindig, auf 
welchen Zusammenhang auch schon Neuberg**) aufmerksam 
machen konnte. 

Auch in diesem Falle hat sich das Methylphenylhydrazin nicht 
als ausgesprochenes Reagens fiir Ketosen erwiesen, da die Osazon- 
bildung nach der Vorschrift Ofners*’) ziemlich glatt vor sich 
geht. Hervorgehoben soll werden, daB mit Athylphenylhydrazin 
die Osazonbildung bei der e-Glucoheptose nicht zustande kam. 

Gegeniiber l-Xylose und d-Glucose zeigen die entsprechen- 
den Hydrazinderivate der Heptose héhere Schmelzpunkte. Die 
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Hydrazone stehen in dieser Hinsicht den betreffenden Osa- 
zonen nach. 

Die Léslichkeit dieser Verbindungen in Alkohol ist ge- 
ringer, offenbar weil auch die Heptose in Wasser und Alkohol 
schwerer liéslich ist als die Glucose. In Pyridin sind sie simt- 
lich leicht léslich. 

Wegen der leichten Darstellbarkeit, Bestindigkeit, dem 
optischen Verhalten, den bedeutenden Schmelzpunktdifferenzen 
und dem guten Krystallisationsvermégen wird von den hierzu 
geeigneten zum Nachweis der e«-Glucoheptose in erster Linie 
das Paranitrophenylhydrazin und das 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
empfohlen. 

Als mikrochemisches Reagens eignen sich aufer den 
bereits genannten das Benzylphenyl- und Athylphenylhydrazin, 
durch ihre charakteristischen Krystallformen. 

Zur Reinigung der a@-Glucoheptose kommt wegen der 
Schwerléslichkeit in Alkohol und Wasser und seiner leichten 
Spaltbarkeit mit Formaldehyd das Benzylphenylhydrazon in 
Betracht. 

Fiir die Isolierung bzw. Trennung von Glucose kann 
das Hydrazon des 2,4- Dinitrophenylhydrazins, ausgezeichnet 
durch seine Schwerléslichkeit in kaltem Alkohol gegeniiber 
d-Glucose, vorteilhaft verwendet werden. 
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Untersuchungen iiber die Gallensdiuren. 
XXVII. Mitteilung. 
Zur Konstitution der beim Abbau der Cholsaure 
entstehenden Sauren. 


Von 


Heinrich Wieland. 





(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1927.) 


Fiir die Haftstelle des Hydroxyls am Ring III der Chol- 
siure (I) muB C,, durch die letzten Arbeiten von Windaus’) 
und von Borsche?) als gesichert gelten. Ich hatte sie vor 
langerer Zeit von C,, nach C,, verlegt, weil die Ergebnisse 
des systematischen Abbaus der Ciliansiiure iiber die Ciloidan- 
zur Biloidansiure C,,H,,0,, mir nur so befriedigend deutbar 
erschienen. Windaus hat nun einwandfrei bewiesen, daB die 
Gallensiure der Gans (,,Cheno-desoxycholsiure“), die sich auch 
in der Galle des Menschen (,,Anthropo-desoxycholsiiure“) findet, 
eine 3,12-Dioxy-cholansiiure ist, die Hyo-desoxycholsiure da- 
gegen hat er als 3,13-Dioxy-cholansiure erkannt. 


HOH H H 
Hy ae. os ae! H 
a | J 1 | 
Ill }o.H + COOH | } _ 
y| Hy FL--CO HI 00H | 
ia | i i ee 
| |_ II 9 | | | 
.~ ae COOH | | COOH : 
HOHNs: 7~\s HOH NON _ th Wig ae ol 
H, CH, H, CH, H, 
I Il Il 
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1) Windaus und van Schoor, Diese Zs. Bd. 148, S. 225 (1925); 
Bd. 157, S. 177 (1926). 
*) Borsche und Frank, B. Bd. 59, 8. 1748 (1926). 
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Durch Oxydation mit Hypobromit lieB sich Cheno-desoxy- 
cholsiure unter Aufspaltung von Ring I in das Lacton einer 
Tricarbonsiure, in die sogenannte Desoxybiliobansiure, 
C,,H,,0, (II) tiberfiihren, die von Borsche auch durch Clem- 
mensen-Reduktion aus der durch gleichartige Oxydation von 
Cholsiure schon friiher gewonnenen Biliobansiiure C,,H,,0, (II) 
erhalten wurde. 

Mit dieser Erkenntnis erhoben sich von neuem die Schwie- 
rigkeiten, die wir durch Verlegung der OH-Gruppe von C,, nach 
C,, fiir beseitigt erachtet hatten. Die Ciliansaiure C©,,H,,0.,,, 
das Produkt der weiteren Oxydation der Biliansiure, das in miihe- 
voller Arbeit gemeinsam mit Schlichting zur Biloidansiure 


(IV: abgebaut war, hatte nur nach V formuliert werden kénnen, 





HOOC, HOOC—CO, 
b.* \ 
alt H,, > COOH " 
nooe HOOC—H,C H 
IV ‘<CH, - COOH V \Z By. 
HOOC. | } | 
CH, COOH Wf: 
H HOOC—CH,’ jy 
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wenn nicht vor kurzem Borsche und Frank!) einen frucht- 
baren Gedanken in der Konstitutionsfrage experimentell durch- 
gefiihrt hatten. Sie weisen nach, daB die Ciliansiiture auBer 
der Ketogruppe in C, ein Hydroxyl] enthalt (VII), das sie sich 
durch eine Benzilsiureumlagerung aus dem primiaren hypo- 
thetischen Oxydationsprodukt der Biliansiiure, dem Forme! VI 
zukommt, entstanden denken. 


O 
C HOO. 9M 
on” Ss bree 
C ny 
| H| | | | 
vi ne el > VII wooo’ : 
II 
| \, O A , 7 -O 
HOOC—CH,“ \~ | HOOC—CH,“” “~~ 
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1) B. Bd. 60, S. 723 (1927). 
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CH, 
— HOOC~ \ 
H | u] HOOC—CO } 
Vill “<cu,-coon =| “\Z0H, - COOH 
HOOC—CH,—C—COOH HOOC—CH,—CH—COOH 


Borsche und Frank vermégen ferner den von uns auf- 
gefundenen Ubergang der Ciloidansiure in die Keto-tetra- 
carbonsaure (VIII), der unter der Einwirkung von konzentrierter 
Schwefelsiure vor sich geht, in zwei Teilvorginge zu zerlegen, 
indem zuerst aus der «-Oxyséiure CO und dann aus der 
voriibergehend gebildeten (aber nicht isolierten) -Ketosiure CO, 
abgespalten wird. 

Unsere damalige Deutung des Vorgangs, nach der aus der 
angenommenen «-Keto-1,7-dicarbonsiure (IX) in einem Zug 
die Bestandteile der Oxalsiure abgespalten werden, stand unter 
dem Zwang der Vorstellung, daB Ciliansiiure und Ciloidansiure 
(gemiB IX) a-Ketosiuren seien. Diese Vorstellung hatte schon 
durch den vergeblichen Versuch von Adickes?), an der «-Keto- 
pimelinsaiure den analogen ProzeB zu verwirklichen, ihren kleinen 
Gehalt an Wahrscheinlichkeit eingebiiBt. Wenn Borsche und 
Frank finden, daB bei 60° nur CO und erst bei erhoéhter 
Temperatur CO, abgespalten werden, so mag wohl bei unserem 
quantitativen Versuch der CO,-Bestimmung die Temperatur 
etwas gesteigert worden sein. 

Ich schlieBe mich den Resultaten der genannten Autoren, 
durch welche zwar fiir die Konstitutionsfrage der Gallensiuren 
wesentliche Schliisse nicht beriihrt werden, die aber eine wert- 
volle Klirung wichtiger Zwischenprodukte gebracht haben, bis 
zur Grenze des Eroérterten an. 

Borsche und Frank gehen indessen noch einen Schritt 
weiter. Sie finden, daB beim lingeren Erhitzen der Ciloidan- 
siure in konzentrierter Schwefelsiure auf 100° noch ein zweites 
Mol CO abgegeben wird. Auch Choloidansiure spaltet nach 


1) B. Bd. 58, S. 211 (1925). 
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ihrer Feststellung, wenn sie mit konzentrierter Schwefelsiiure 
7—14 Stunden lang auf 100° oder 2—3 Stunden auf 125° 
erhitzt wird, nahezu die einem Mol entsprechende Menge CQ 
ab. Daraus wird der SchluB gezogen, daB in den beiden 
Sauren eine tertiir gebundene Carboxylgruppe enthalten sei, 
die durch die an andrer Stelle als von mir bisher angenommen 
erfolgte oxydative Sprengung vom Ring II sich gebildet habe. 
Diese Ableitung fihrt fiir Choloidansiiure zu Formel X, fiir 
Biloidansaure folgerichtig zu XI. 


a, HOOC 
= Ai 
H | Hif 
; HOOC 
X HOOC’” \<cOOH XI NZCOOH 


HOOC—CH,—C—CH, - COOH HOOC—H,C—-C —CH, - COOH 
H H 

Dieser Folgerung vermag ich nicht zuzustimmen, ich halte 
sie fiir irrtiimlich. 

Borsche und # rank wollen unsere Angabe, daf Choloidan- 
siure bei 100° mit konzentrierter Schwefelsiure kein Kohlen- 
oxyd abspalte, damit widerlegen, daB sie bei 7—14stiindigem 
Erhitzen die oben angegebenen Mengen des Gases erhalten 
hatten. Solange Zeit haben wir die Kinwirkung freilich nicht vor 
sich gehen lassen, da uns nicht darum zu tun war, bei totaler 
Zerstérung einer organischen Substanz etwa gebildetes Kohlen- 
oxyd festzustellen. Wir wollten nur sehen, ob die bei Cilian- 
siure und Ciloidansiiure leicht und ohne Zerstérung des Ma- 
terials eintretende CO-Abspaltung sich unter ihnlichen Be- 
dingungen auch bei andern Saéuren des Arbeitsgebiets finde. 
Und dies ist bei der Choloidansiiture nicht der Fall. DaB bei 
einem so heftigen Eingriff, der schlieblich zu einer schwarzen 
Schmelze fiihrt, bei dem infolge weitgehender Oxydations- 
wirkung massenhaft SO, entsteht, auch Kohlenoxyd auftreten 
kann, betrachte ich nicht als Beweis fiir das Vorhandensein 
einer tertiir gebundenen Carboxylgruppe. 

Die Formeln, die Borsche und Frank fiir Choloidansiure 
und Bilo dansiure aufstellen, lassen sich aber noch iiber- 
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zeugender widerlegen durch den Abbau, der uns von der Des- 
oxycholsiure iiber die Choloidansdure zur Biloidansiure gefihrt 
hat. Choloidansiure geht durch thermische Zersetzung in das 
Anhydrid einer Keto-tricarbonsiure iiber, das durch Alkali zu 
dieser Saéure selbst (XII) aufgespalten wird. 





H, H, 
HR H,~ 
Ha 4 I 
ae af cH, - Coon XH \ cH, - COOH 
| | 
CH, CH—COOH HOOC—HO,—C—COOH 
H, 
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| 
HOOC. LV 
XIV ee - COOH 


HOOC—H,C—C—COOH 
H 

Durch vorsichtige Oxydation von XII entsteht die Ketotetra- 
carbonsdure XIII, die mit Salpetersiiure zur 6-basischen Solanell- 
siiure C,,H,,0,, (XIV) aufgespalten wird. Deren Brenzsiure, eine 
Keto-tetracarbonsiure, C,,H,,0, ist mit der Keto-tetracarbonsiiure 
VIII, die wir aus Ciloidansiure mit konzentrierter Schwefelsiure 
erhalten haben, isomer und laBt sich wie diese mit Salpetersiure 
glatt zu Biloidansdure aufspalten, in der damit die Carboxylgruppe 
von C,, aufC,, abgebaut wird. Es liegt nahe, die Isomerie dieser 
Brenzsolanellsiure mit VIII auf die geinderte Stellung des 
Carbonyls im neugebildeten Fiinfring zuriickzufiihren, gemif 
Formel XV. Befinde sich aber an ©, schon von der Choloidan- 


eit: 

H H 

; oc! | --, HOOC | 
- ™“og,coon << c00H 


HOUC + H,C_,, COOH HOOC—-H,C—C—CH, - COOH 
H 














Untersuchungen tiber die Gallensiuren. XXYVII. 75 


siure her ein Carboxyl direkt gebunden, so miiBte diese Brenz- 
siure als §-Ketocarbonsiure bei ibrer Bildungstemperatur CO, 
verlieren. In gleicher Weise wire von der Solanellsiure, der 
nach Borsches Ableitung die Formel XVI zu geben ist, zu 
erwarten, daB sie, als Malonsiiurederivat, auf ihren Schmelz- 
punkt (202°) erhitzt, aus ©, Kohlendioxyd abspalte. In Wirk- 
lichkeit findet eine Zersetzung in dieser Richtung nicht statt. 
Bei °/,stiindigem Erhitzen der Schmelze auf 210—215° wurde 
nur +/, der fiir 1 Mol berechneten Menge CO, abgegeben, als 
Beginn der Brenzreaktion, die soeben besprochen wurde. 

Diese Hinweise diirften geniigen, um den Versuch einer 
Konstitutionsinderung der erwihnten Polycarbonsiuren zu 
widerlegen. 








Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
IV. Mitteilung. 


Das Wasserstoffionenoptimum und die Reinigung der Arginase 
durch das Adsorptionsverfahren. 


Von 


S. Edlbacher und E. Simons. 


(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1927.) 


1. Das Wasserstoffionenoptimum der Arginase.') 


In der ersten Mitteilung von Edlbacher und Bonem 
wurde das Wasserstoffionenoptimum der Arginasereaktion bei 
Py = etwa 9,5 angegeben. In Ubereinstimmung mit dieser Zahl 
stehen auch die Befunde von Hunter und Dauphinée,”) Hs 
ist nun im letzten Jahre eine Arbeit von S. Hino?) erschienen, 
die sich mit dieser Frage beschiftigt und es sind darin An- 
gaben gemacht, die von den unseren beziiglich des p,,-Opti- 
mums wesentlich abweichen. Hino findet als optimalen Wert 
Pp, = 7,34—7,51. Er hebt besonders hervor, dab dieser Wert 
mit der Reaktion des Siugerblutes und Serums fast iiberein- 
stimmt. Es ergab sich demnach die Notwendigkeit, den Wider- 
spruch in den gefundenen Werten durch eine nochmalige ge- 
naueste Untersuchung zu klaren. 

Zu der Bestimmung der Wirkung der Arginase stehen 
mehrere Methoden zur Verfiigung: 


1) I. Mitteilung: E. u. Bonem, Diese Zs. Bd. 145, 8. 69 (1925). 


I. , +E. u. Roéthler, Diese Zs. Bd. 148, S. 264 (1925). 
Ill. ‘s : E. u. Réthier, Diese Zs. Bd. 148, 8. 273 (1925). 


*) Proc. Roy. Soc. Bd. 97, S. 209 u. 227 (1924). 
5) Jl. of Biochem. Bd. 4, S. 335 (1926) (Japan). 
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1. Sérensens Formoltitration. Bei dieser Methode werden 
die bei der Spaltung des Arginins gebildeten Aminogruppen 
des Ornithins bestimmt. 

2. Die Methode von van Slyke: Bei geniigend langer 
Kinwirkung der salpetrigen Siure reagieren beide Aminogruppen 
des entstandenen Ornithins. Die Anwendung wird durch den 
gleichzeitig gebildeten Harnstoff in ihrem Werte sehr gedriickt. 

3. Die Jansensche Methode, bei der der gebildete Harn- 
stoff bestimmt wird, indem er mit Urease zerlegt wird. Edl- 
bacher und Réthler (a. a. O.) haben diese Methode zu einer 
exakt zu handhabenden Mikromethode ausgebildet. 

Die Idee, die Arginasespaltung mit der Formoltitration 
zu verfolgen, stammt von A. Kossel. Bereits im Jahre 1913 
hat auf seine Anregung hin A. Clementi im hiesigen Insti- 
tute Versuche iiber das Vorkommen der Arginase mit dieser 
Methode ausgefiihrt.1) Der eine von uns (E.) hat dann 1915 
diese Versuche im wesentlichen bestitigen kénnen.*) Auch 
Hino hat die Anwendung der Formolmethode auf die Argi- 
nasewirkung unter Kossel im Heidelberger Physiologischen 
Institut kennengelernt. *) 

Durch unsere eigenen Untersuchungen sind wir von der 
Anwendung der Formolmethode abgekommen, und zur Urease- 
methode iibergegangen, nachdem durch die HMntwicklung der 
letzten Epoche es méglich geworden war, alle Faktoren zu 
ermitteln, die eine exakte Handhabung der Ureasemethode ge- 
statten. Fiir eine ungefihre Schitzung leistet die Formol- 
methode gute Dienste in bezug auf die Arginasespaltung. Will 
man aber mit dieser Methode genaue quantitative Untersuchungen 
anstellen, so ist es von groBem Nachteile, daB vorher die even- 
tuell zugesetzten Puffer aus den Lisungen entfernt werden 
miissen. Geschieht dies nicht, so kénnen unter Umstiinden 





1) Clementi, Vorirag d. Physiolog. Kongr. Groningen, September 
1913 (s. Arch. intern. d. Physiol. Vol. XIV), ferner: Rend. d. R. Acad. 
d. Lineei Bd. 23, 8. 517 u. 612 (1914). 

2) Diese Zs. Bd. 95, S. 81 (1915). 

8) Diese Zs. Bd. 138, 8. 100 (1924) und Kossel u. Curtius, Diese 
Zs. Bd. 148, S. 283 (1925). 
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grobe Fehler unterlaufen. Dies ist der eine Grund, waium 
wir diese Methode verlassen haben. Der andere Grund ist der, 
daB wir durch die Ureasemethode die relativ unspezifische 
Bildung von freien Aminogruppen durch eine qualitativ spezi- 
fische Reaktion auf Harnstoff ersetzt haben. 

Es wird iibrigens in der Folge gezeigt, daB sowohl Formol, 
als Ureasemethode bei Beobachtung der ndétigen Vorsichts- 
maBregeln, fast die gleichen Ergebnisse liefern. 

Wir haben nun einerseits die Versuche von Hino mit 
der Formolmethode und anderseits die in der ersten Mit- 
teilung angefiihrten Versuche einer neuerlichen Priifung unter- 
worfen, um den Widerspruch zu kliren. 


Darstellung eines Arginasepriparates. 


Hino bereitete sein Priparat in der Art, daB er Kalbs- 
leberpreBsaft mit Aceton fallte und die Fallung nach mebhr- 
stiindigem Stehen unter Aceton absaugte, dann mit Alkohol 
und Ather wusch. Aus dem erhaltenen Pulver wurde dann 
ein waBriger Extrakt bereitet. 

im Gegensatze dazu haben wir unser Priparat méglichst 
rasch vom Aceton befreit und eine Beriihrung mit Alkohol 
und Ather vermieden. Der LeberpreBsaft wird unter starkem 
Riithren in die zehnfache Menge Aceton eingetropft, dreimal 
mit Aceton dekantiert, sofort energisch abgesaugt, und im 
Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. Um hierbei eine Re- 
duktion der Schwefelsiure zu schwefliger Siure zu vermeiden, 
die natiirlich eine Schidigung des Fermentes bedingen kénnte, 
wird der Schwefelsiure Kaliumbichromat zugesetzt. Es muB 
vermieden werden, das Ferment linger als nétig mit dem Lé- 
sungsmittel in Beriihrung zu lassen. Zur Bereitung einer Fer- 
mentlésung verreibt man dann z. B. 1g Fermentpulver mit 
100ccm Wasser, liBt unter Toluol 12 Stunden bei 38° stehen 
und filtriert. 

Die auf diese Weise bereiteten Fermentlésungen sind un- 
vefahr zehnmal wirksamer als die Lésungen, die Hino er- 
halten hat. 
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Bestimmung des p,,-Optimums mittels der 
Formoltitration. 


Zur Kontrolle der Wasserstoffionenkonzentration benutzten 
wir ein von F. u. M. Lautenschlager (Miinchen) geliefertes 
Doppelkeilcolorimeter nach Bjerrum-Arrhenius, das uns 
ausgezeichnete Dienste geleistet hat. Wie Hino, benutzten 
wir m/5-Phosphatpufferlésungen. 

Unsere Ansiitze hatten die folgende Zusammensetzung: 

5 ecm Puffer, 

5 cem Argininlésung vom gleichen py, wie die Pufferlésung, 

5 cem 0,25°/,ige Arginaselésung. 

Als Ausgangspunkt fiir jede ‘Titration wurde p,, = 6,8 
(Sccm primares Phosphat + 5ccm sek. Phosphat) genommen. 
Die Titration erfolgte mit n/l10-Lauge. Es wurde fir jeden 
Versuch eine Kontrolle angestellt. Jeder Versuch enthielt 
10,8 mg Argininstickstoff. Dauer des Versuches: 4 Stunden 
bei 38° Parallel mit diesen Versuchen wurde mittels unserer 
Ureasemethode eine Reihe von Werten ermittelt. Nach Ablauf 
eines jeden Versuches wurde in einer weiteren Kontrollbestim- 
mung nochmais die Wasserstoffionenkonzentration gemessen, 
um etwaige Verschiebungen derselben festzustellen. bei der 
ormoltitration wurde Phenolphthalein als Indicator verwendet 
und auf das Stadium: ,deutlich rot“ titriert. Die Kontrollen 
fiir die Leerproben ergaben je 2,7 mg Stickstoff. Diese Menge 
ist von den jeweils angegebenen titrierten Mengen in der 
Tabelle bereits abgezogen worden. 














iia Parallelbestimmung und die 
Formoltitration 
Ureasemethode 
Pu Titriert | ™g N | *, Titriert | a 
nach Ab-| P 
n/10 ccm io a) n/50 cem| mg N zers. 
Siiure | 27 mg | Arginin | Séure Arginin 
738 | 2,94 1,42 57,5 | 18,86 | 3,88 72, 
8,04 2,96 144 = 58,5 13,90 | 3,89 72,1 
8,90 310 1,64 = 60,7 14,39 4,03 74,6 
9,23 292 | 188 | 54,1 14,17 | 38,97 73,6 
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Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, ergibt sich daraus 
ubereinstimmend mit beiden Methoden ein optimaler Wert 
von p,, = 9,0. 

Ks wurden nun mittels der Ureasemethode linger dauernde 
Versuche unternommen. 

Beispiel. 

Hine Argininlésung, die in 10ccm 27mg N enthialt, wird 
jeweils auf das entsprechende p,, gebracht. Als Puffer wurde 
verwendet n/15-Phosphat bzw. Glykokoll-NaOH. 

In Kontrollen wurde die Konstanz der p,-Werte vor, 
wihrend und am Ende des Versuches genauestens kontrolliert. 

Ks zeigte sich, daB die zugesetzte Puffermenge in Ver- 
such I nicht geniigt hatte. Es wurde daher Versuch II mit 
einer gréBeren Menge Pufierlésung angesetzt. 


Versuch LI. 
60 cem Puffer, 


35 cem gepufferte Argininlésung, 
5 eem Arginaselésung = 230 A.E. enthaltend. ') 

In der Einzelbestimmung sind 10,82 mg N enthalten; also 
entsprechen 5,41 mg N einer Spaltung von 100 °/. 

Versuch II. 
90 ecm Puffer, 
30 cem gepufferte Argininlésung, 
5eem Arginaselésung = 230 A.E. enthaltend. 

In der Kinzelbestimmung sind 8,65mg Argininstickstoff 
enthalten; also entsprechen 4,32 mg N einer Spaltung von 
100 °/,. 

Die folgende abelle (S. 81) gibt die titrierten mg N, da- 
neben die Prozente der Spaltung nach x Stunden an. 

Aus Versuch I ergibt sich, daB das Maximum zwischen 
Py =8,9—9,23 liegt; das gleiche Resultat folgt auch aus Ver- 
such II. 

Es bedarf somit unsere Angabe in der ersten Abhandlung 
mit Bonem insofern einer Korrektur, als wir das Optimum nicht 





1) A.E. = 1 Arginaseeinheit. Edlbacher u. Rothler, Diese Zs. 
Bd. 148, S. 264 (1925). 
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Versuch I. 





























1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 8 Stunden | 24 Stunden 
Pu a ane 

mg | %%, mg | %, mg | % mg | mg | */ 
7,38 | 1,75 | 32,4] 2,36 43,7 | 3,09 | 57,2 | 3,70 | 68,5 | 4,14 76,5 
8,04 | 2,06 | 38,2] 2,73 | 50,5 | 3,38 | 62,5 | 3,63 | 67,2 | 3,98 73,5 
8,50 | 2,31 | 42,8 1303 56,2 | 3,66 | 67,6 | 3,94 | 73,0 | 4,18 77,5 
8,90 | 2,53 | 46,9] 3,11 | 57,6 | 3,67 | 67,8 8.90 72,2 | 4,10 | 76,0 
9,23 | 2,52 | 46,6] 3,15 58,21 3,59 , 66,5! 3,85 71,2 | 4,12 76,0 
9,64 | 2,25 | 41,6] 2,74 50,81 3,16 | 584] 342 633) — | — 
9,97 | 1,79 | 33,1 | 2,19 | 40,5 | 2,46 | 45,4] 2,70 50,0 | 3,18 58,8 


Versuch II. 


6,23 | 0,45 | 10,5 | 0,77 | 17,8 [1,14 | 26,4] 1,49 | 34,6 | 2,52 [58,3 
7,38 | 1,22 | 28,2 | 1,62 | 376]238 | 551] — | — | 3,18 | 73,8 
8,90 | 1,93 | 44,9] 2,53 | 58,5 | 2,90 | 67,3 | 3,06 71,0 | 3,28 | 76,0 
9,23 | 1,90 | 44,0 | 2,48 | 57,5 | 2,78 | 64,5] 2.97 | 68,8 | 3,23 | 74,6 
9,64 | 1,69 | 39,2] 2,00 | 46.4 | 2.34 | 54,2] 2,59 | 60,0 | 2.90 | 67,2 























wie dort angegeben, bei p,, = 9,5, sondern bei 9,0 legend 
finden. 

Die Griinde, warum wir damals zu etwas anderen Werten 
gelangten, sind in folgendem zu suchen: 

1. Die Uberlegenheit der jetzigen Mikromethode, gegen 
die damals angewendete Makromethodik. 

2. Die Anwendung des Doppelkeilcolorimeters, wihrend 
friiher nur mit dem einfachen Komparator gearbeitet wurde. 

Im Gegensatz zu Hino ergibt sich also, daB unsere 
urspringliche Feststellung, da8B die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration stark nach der alkalischen 
Seite verschoben ist, vollkommen zu Recht besteht. 

Wir haben aufSer den hier mitgeteilten Versuchen noch 
eine groBe Reihe von gleichen Befunden, die wir in nichster 
Zeit im Zusammenhang mit anderen Beobachtungen mitteilen 
werden. 

Wir glauben aber auch, den Grund angeben zu kénnen, 
warum Hino zu irrigen Resultaten gelangt ist. 

Fir eine annahernde Bestimmung der Arginasewirkung 
ist es nicht notwendig, nach der Kinwirkung des Fermentes 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII. 6 
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neuerdings auf den Neutralpunkt einzustellen, ehe die Formol- 
titration erfolgt. Arbeitet man aber mit gepufferten Systemen 
von verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, so kénnen die 
Werte nur nach vorheriger Neutralisation untereinander ver- 
glichen werden. Nach dem Wortlaut der Hinoschen Publi- 
kation scheint diese Neutralisation unterblieben zu sein.?) 


2. Die Reinigung der Arginase. 


Um die Wirkung des Fermentes genauer charakterisieren 
zu kénnen, haben wir eine Reihe von Versuchen zur Trennung 
der Arginase von unspezifischen Begleitkérpern, sowie von 
andern in den Organen enthaltenen Fermenten, wie Proteasen, 
Histidase usw. unternommen. 

Die Arbeiten von R. Willstatter und seiner Schule iiber die 
Methoden der Adsorption und Elution haben uns dabei geleitet. 

Es wurde zunichst versucht, zu einem von unspezifischen 
Begleitstoffen méglichst freiem Arginasepraiparat von hohem 
Wirkungswerte zu gelangen. Die Erzielung des hohen Wir- 
kungswertes ist nur in relativ beschrinktem MaBe gelungen. 
Immerhin sind wir zu Praparaten von ungefahr 30mal gréBerem 
Arginasewert gelangt, als das Ausgangsmaterial. 

Wir verzichten auch hier wieder darauf, alle die zahl- 
reichen Versuche wiederzugeben, und wollen nur eine Methode 
angeben, die sich als die beste bewihrt hat. 


Beispiel der Reinigung. 
Sie erfolgt nach folgendem Prinzip: 


1, Dreimalige Voradsorption von Glycerinleberextrakt mit 
Tonerde. 

2. Hauptadsorption mit Kaolin. 

3. Elution des Fermentes von dem Adsorbat mittels Glyko- 
koll—Natronlauge—Kochsalz. 

4. Fallung des Eluates durch Aceton. 


Zur Adsorption wurden verwendet: Tonerde Cy und Kaolin 
nach Willstitter. 

1) Wir haben diese Neutralisation mittels Neutralrot nach Northrop 
ausgefiihrt. 
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Ausfiithrung: 25 ccm Kalbsleberglycerinextrakt werden 
auf 250 ccm verdiinnt. 
1 ecm ergab bei der Wertbestimmung: 
15,07 com n/50-NH, = 38 A.E. 
(vgl. die Abhandlung mit Réthler). 


Der Arginasewert liegt in der GréBenordnung von 1000. 

Diese verdiinnte Lésung wird nun dreimal mit je einigen 
Kubikzentimetern Tonerdesuspension voradsorbiert (10 ccm ‘ 
Suspension enthielten 0,298 g Tonerde). Es wird jedesmal aus- 
zentrifugiert. 

1cem der Restlésung der Tonerdeadsorption gab: 

11,95 ecem n/50-NH, = 27 A.E., 
die ganzen 260 ccm = 7000 A.E. 

In dieser Restlésung wird nun nochmals eine Adsorption 
mit einigen Kubikzentimetern Kaolinsuspension vorgenommen 
(10ccm Suspension enthielten 1,375¢ Kaolin). Es wird aus- 
zentrifugiert: 

1cem Restlésung nach 5 ccm Kaolinadsorption gab: 

10,88 eem n/50-NH, = 23 A.E., 
die ganzen 265 ccm = 6100 A.E. 

Nun erfolgt die Hauptadsorption mit einer gréBeren Menge 
von Kaolin. 

Aus diesem Kaolinadsorbat wird das Ferment durch 
Elution mit alkalischer Pufferlésung von Glykokoll-NaCl-NaOH 
vom p,=9 eluiert (100 ccm). 

1 eem Kaolinelution gab: 

12,03 eem n/50-NH, = 28 A.E., 
die ganzen 100 cem = 2800 A.E. 

Zur Feststellung des Wirkungswertes wurde die Lésung 

mit der zehnfachen Menge Aceton ausgefillt. 
Trockengewicht von 98 cem = 0,0894 g, 
‘i , 100 ccm = 0,0912 g. 

Somit ist der Arginasewert von 1 g Priparat = 30700, 

gegen einen Wert von 1000 des frischen Organs. 

Es ‘ist somit eine immerhin 30 fache Steigerung des Wir- 
kungswertes erreicht worden. 


6* 
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Auf diese Art bereitete Arginaselésungen zeigten 
nur mehr minimale Spuren von Diazo- und Biuret- 
reaktion. 


Trennung der Arginase von anderen Fermenten. 


Viel wichtiger als die Herstellung hochaktiver Arginase- 
priparate erschien uns die Trennung dieses Fermentes von 
anderen in der Leber vorkommenden Fermenten. 

In der Leber ist noch die von Edlbacher?) in neuester 
Zeit gefundene Histidase enthalten, und wir haben besonders 
danach getrachtet, eine Trennung der Arginase von der Histi- 
dase durchzufiihren und die verschiedene Individualitit dieser 
beiden Fermente zu beweisen. 

Wie der eine von uns nachweisen konnte (i), findet sich 
in den Nieren der Végel ziemlich viel Arginase, wihrend die 
Vogelleber nur ganz wenig von diesem Fermente enthilt. 
Anderseits wurde nun gezeigt, daB die Histidase bis jetzt 
nur in der Leber der untersuchten Tiere vorkommt. Schon 
aus diesen Befunden ergibt sich mit vollkommener Sicher- 
heit, daB Arginase und Histidase nicht identisch sein 
kénnen. ‘Trotzdem haben wir die beiden in der Siugerleber 
enthaltenen Fermente einem Trennungsverfahren unterworfen. 
Endlich zeigt der wiBrige Extrakt eines Acetonpriiparates aus 
HundeleberpreBsaft schwache proteolytische Wirkung gegen 
Gelatine. Der Histidasegehalt eines solchen Extraktes ist auch 
manchmal sehr betrichtlich. 

Hs liBt sich nun die proteolytische Wirkung eines Ex- 
traktes sehr leicht durch Adsorption an Tonerde (Cy) entfernen. 
Die Elution des Adsorbates zeigt keine Proteasewirkung mehr, 
wie wir uns durch alkalimetrische Titration nach Willstitter 
und Waldschmidt-Leitz tiberzeugt haben. Anderseits je- 
doch zeigt die Histidase als desaminierendes Ferment eine 
groBe Ahnlichkeit mit der Arginase in ihrem Verhalten gegen 
Tonerde und Kaolin. Jedesmal, einerlei, ob man zuerst mit 
Tonerde und dann die Restlésung mit Kaolin adsorbiert, oder 





1) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 157, 8. 106 (1926). 
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umgekehrt, werden beide Fermente teilweise aufgenommen und 
finden sich nebeneinander in den Elutionen. 


Nach Untersuchungen der Autoren, die demniichst in dieser 
Zeitschrift veréffentlicht werden sollen, ist nun der Histidase- 
gehalt der Leber sowie der daraus bereiteten Extrakte un- 
gefihr 100 mal geringer als der Gehalt an Arginase (selbst- 
verstindlich nur an der Wirkung gemessen!). Da nun eine 
wirksame Adsorption nur in stark verdiinnten Liésungen még- 
lich ist, so ergab,sich die Hoffnung, da8& das Adsorbens aus 
dem unverdiinnten Extrakte verhiltnismiBig mehr Histidase 
als Arginase aufnehmen wiirde. ‘Tatsiichlich erwies sich 
nun diese Annahme als zutreffend; wenigstens zur ein- 
seitigen Trennung der Fermente, indem wir zu Arginase- 
lésungen gelangten, die keine Histidasewirkung 
zeigten. 

Adsorbiert man den unverdiinnten Extrakt mit Kaolin, 
so zeigt das Eluat des Adsorbates beide Fermentwirkungen 
und zwar unter Begiinstigung der Histidasewirkung. 

Die Restlésung, die ebenfalls noch beide Fermente ent- 
hilt, wird verdiinnt und nun mit viel Tonerde (Cy) adsor- 
biert. Die Elution des Tonerdeniederschlages zeigt nun eine 
sehr starke Arginasewirkung, spaltet aber kein Histi- 
din mehr. In der folgenden Tabelle findet sich eine Uber- 
sicht iiber den Verlauf einer derartigen Reinigung. Die Argi- 
nasewerte sind in Arginasecinheiten (A.E.) angegeben, die Histi- 
dasewerte sind ausgedriickt durch die Menge des in 24 Stdn. 
abgespaltenen Ammoniaks, gemessen in ccm n/50-Ammoniak 
und berechnet fiir die Gesamtmenge aus Versuchen mit kleinen 
Proben der Liésungen: 

















2 Rohextrakt = acke, Kaolin Elution C y-Elution 
S A. W. | Hi. W.| A. W. | Hi. W.] A. W. | Hi. W.] A. W. | Hi. W. 
I. | 6300 | 27,3 | 1900 | 17,50] 450 3,5 330 ase 

IJ 5880 22,1 1600 13,80 290 4,9 260 0,25 




















Versuch I = Restlésung = 200 A.E. in 200 cem. 
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Ausfithrung des Versuches. 


2 g Acetonpriparat aus HundeleberpreBsaft werden mit 
50 ccm Wasser iiber Nacht bei —10° extrahiert. Es wird von 
sehr viel Ungeléstem abfiltriert. 


42 cem dieses Extraktes auf 90 cem verdiinnt: 
Versuch I= 6300 A.E., Hi = 27,3 eem n/50-NH, 
» W=5880 , , Hi = 22,1 ,, . 
mit 10ccm Kaolin (1,375 g) adsorbiert. 
Die Restlésung = 100 ccm zeigte: 
Versuch [= 1900 A.E., Hi = 17,5 cem n/50-NH, 
» iIWW=1600 , , Hi=138 ,, 9 . 
Das Kaolinadsorbat mit 20ccm Glykokoll- NaCl-NaQH- 
Putter p,, = 9,0 eluiert: 
Versuch I = 450 A.E., Hi = 3,5 eem n/50-NH, 
» W=290 , , Hi=49_,, ” 


80 ccm der Restlésung von der Kaolinadsorption auf 


210 ccm verdiinnt und mit 20ccm Tonerde Cy (596 mg Al,Q,) 
adsorbiert. 
Versuch I = 1540 A.E., Hi = 14,0 cem n/50-NH, 
»  IL=1280 ,, Hi=11,0 _,, 

Das Tonerdeadsorbat wird mit 20ccm Puffer (p,, = 9,0) 

eluiert. 
Versuch I = 330 A.E., Hi = 0,0 NH, 
, U=260 ,,, Hi= 0,25 cem n/50-NH;. 

Wir halten es somit auf Grund der mitgeteilten 
Tatsachen fiir bewiesen, daB die Arginase und die 
Histidase zwei verschiedene Fermente sind. 

Durch die in der ersten Mitteilung beschriebenen Ver- 
suche, sowie durch die ausgedehnten Versuche von Thomas 
und seinen Mitarbeitern hat es sich gezeigt, daB die Arginase 
ein streng spezifisch eingestelltes Ferment ist. Es kénnten 
nun noch Zweifel dariiber bestehen, ob das sogenannte ,,Histo- 
zym“, das ja in den verschiedenartigsten Organen und Tieren 
gefunden wurde, Beziehungen zur Arginase hat. Das Histozym 
spaltet bekanntlich Hippursiure unter Bildung von Benzoesiure. 
Wir haben nun unser Hundeleber-Acetonpriparat bei neutraler 
und schwach alkalischer Reaktion auf Lésungen von Natrium- 
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hippurat einwirken lassen, konnten aber in keinem Falle eine 
meBbare Abspaltung von Benzoesiure beobachten. Arginase 
und Histozym sind somit sicher nicht identisch. 

In der dritten Abhandlung haben wir kurz erwihnt, dab 
wir durch Vogelserum eine Hemmung der Arginase beobachten 
konnten. Nach Untersuchungen, die wir gegenwirtig gemeinsam 
mit Herrn Dr. Merz durchfiihren, ist diese Hemmung der 
Arginase durch Serum viel allgemeiner als wir urspriinglich 
angenommen haben. Auch dariiber werden wir in kurzer Zeit 
ausfiihrlich berichten. 

Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft. 


Zusammenfassung. 

1. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Arginase 
ist bei p,, = 9,0, im Gegensatze zu den Angaben von Hino. 

2. Es wird die Darstellung eines Arginasepriiparates be- 
schrieben, das fast diazo- und biuretfrei ist. 

3. Es wird die Trennung der Arginase von der Histidase 
durchgefiihrt und dadurch bewiesen, daB es sich um zwei ver- 
schiedene Fermente handelt. 

4. Die Arginase ist nicht identisch mit dem Histozym. 











Uber die Zusammensetzung der Stirke. 
(2. Mitteilung.) 
Von 
E. Peiser. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Mirz 1927.) 


Friihere Versuche!) haben ergeben, dafi die Weizenstiirke 
aus acht kettenartig verbundenen Zuckerresten aufgebaut ist. 
Denn wenn die Stiirke unter sehr milden Bedingungen acety- 
liert wird, ohne da ein Abbau eintritt, so erhalt man ein 
Acetylderivat, das auf 8 Zuckerreste 26 Acetylgruppen ent- 
halt; die beiden endstindigen Monosaccharidreste nehmen je 
vier, die mittelstiindigen nur je drei Acetylgruppen auf. Wird 
dagegen die Acetylierung bei etwa 55° ausgefihrt, so ent- 
stehen zwei Tetrasaccharide, das Stiirkemolekiil wird also in 
der Mitte leicht aufgespalten. Daraus wurde der SchluB ge- 
zogen, daB nicht alle Monosaccharidreste in dem Stirkemolekiil 
gleichartig verbunden sind. 

Um niaheren Aufschlu8 iiber die Natur dieser Bindungen 
zu erhalten, habe ich die Acetylstirke mit Phosphorpentachlorid 
chloriert. Brigl*), der die Pentacetylglucose und die Octa- 
cetylmaltose mit Phosphorpentachlorid auf 105° erwirmt hat, 
hat festgestellt, daB die freie Aldehyd- und die dieser benach- 
barte Alkoholgruppe leicht Chlor aufnehmen unter Abspaltung 
der Acetylgruppe in Stellung 1, und der drei Wasserstoff- 
atome der Acetylgruppe in Stellung 2, auf eine freie Aldehyd- 
sruppe kommen also vier Chloratome. 





') E. Peiser, Diese Zs. Bd. 161, 8S. 210 (1926), 1. Mitteilung. 
*) Brigl u. Mistele, Diese Zs. Bd. 126, 8. 122 (1922). 
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C3H3g0,, + 4PCI; = C,,H;,0,,Cl, + POC], + 3PCl, + 3HCi+CH,COCI. 
Acetylmaltose 

Die acetylierte Stirke lift sich auf diese Weise nicht 
chlorieren, da sie sich hierbei zersetzt, das Reaktionsprodukt 
ist stark braun gefirbt. Ich habe daher die Acetylstirke, in 
Toluol suspendiert, mit Phosphorpentachlorid auf 105° erhitzt, 
das Chlorprodukt ist ungefiirbt und in diesem Lésungsmittel 
in der Hitze léslich. Es enthilt auf acht Zuckerreste ein 
Chloratom, bei der Chlorierung muB also eine Aldehydgruppe 
frei geworden sein. Aus meinen Beobachtungen lassen sich 
folgende Schliisse ziehen: 

1. In der Stirke ist eine Aldehydgruppe, und zwar die 
in der Mitte der Monosaccharidkette befindliche, lockerer ge- 
bunden als die anderen. 

2. Die dieser benachbarte Alkoholgruppe ist nicht frei, 
sondern ist an der Kettenbildung beteiligt. 

Ferner ist es sehr wahrscheinlich, daB auch in den anderen 
Zuckerresten des Stirkemolekiils die der Aldehydgruppe be- 
nachbarte Alkoholgruppe, also die 2-Stellung, nicht frei ist, 
daB diese mit der Aldehydgruppe des niichsten Zuckerrestes 
verankert ist. Das Chloratom ist so fest an die Aldehyd- 
gruppe gebunden, dai es mir bis jetzt nicht gelungen ist, 
dieses abzuspalten, ohne gleichzeitig die Acetylgruppen zu ent- 
fernen. Die Versuche werden von mir fortgesetzt. 


Versuche. 


10g fein gepulverte Acetylstirke') werden in 150 ccm 
trockenem Toluol suspendiert und nach Zugabe von 16,5 g 
Phosphorpentachlorid etwa 1'/, Stunden auf 105° erhitzt. Die 
farblose Lésung wird noch heiB in langsamem Strahl in Kis- 
wasser gegossen. Das Reaktionsprodukt scheidet sich dabei 
als Haut ab und wird durch éfteres Waschen mit EKiswasser 
und Absaugen von der Siure und dem Lésungsmittel befreit. 
Das lufttrockne Produkt wird mit Alkohol in der Reibschale 
gewaschen, in Chloroform gelést und nach dem Filtrieren in 
Alkohol gegossen. Der Niederschlag wird noch mehrere Male 





1) Darstellung vgl. Diese Zs. Bd. 161, S. 215 (1926). 
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mit Alkohol gewaschen, Ausbeute etwa 8—9g. Zur Analyse 
wurde die Substanz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

Die erste Chlorbestimmung wurde nach Carius ausgefiihrt, 
fiir die folgenden Chlorbestimmungen wurde die Substanz mit 
Soda und Salpeter verbrannt. 

0,2443 g Substanz gaben 0,0143 g AgCl = 1,45 °/, Cl. 

0,9420 ¢g ‘ = 0.0549 ¢ ,, = 1,36, Cl. 

Die Substanz wurde noch einmal in Chloroform gelést 
und mit Alkohol gefallt. 

1,0748 g Substanz gaben 0,0701 g AgCl = 1,61 °/, Cl. 

Die Substanz wurde ein zweites Mal auf die beschriebene 
Weise dargestellt. 

1,0431 g Substanz gaben 0,0664 g AgCl = 1,58 °/, Cl. 

0,9846 g¢ - » 0,0607¢ , = 1,53°/, Cl. 

10g Acetylstiirke in 150ccm Toluol werden mit 10g 
Phosphorpentachlorid auf 105° erwirmt. Das Reaktionsprodukt 
wird, wie oben beschrieben worden ist, weiter behandelt. 

1,0542 g Substanz gaben 0,0565 g AgCl = 1,33 °/, Cl. 

0,8730g¢ ,, » 0047¢ 4 = 1,43%, Cl. 

Ber. fiir C,,H,,0,(CH,CO),,Cl = 1,47, Cl. 
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Isomere Phenylalanyl-arginine und ihre Umwandlung in 
Phenylalanyl-ornithin. 
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(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Mirz 1927.) 


Obwohl durch die grundlegenden Untersuchungen von 
EK. Schulze und ganz besonders von Kossel und seinen Schii- 
lern die weite Verbreitung und die grundsitzliche Bedeutung 
des Arginins fiir die Chemie der Proteine seit Jahrzehnten 
bekannt sind, ist der kiinstliche Aufbau von Peptiden, welche 
Arginin mit anderen Aminosiuren peptidartig verkniipft ent- 
halten, bisher nicht gelungen.?) 

Offenbar liegt dies einerseits an den praparativen Schwierig- 
keiten, welche der Kinfiihrung von Halogenacylgruppen in die 
basischen Gruppen des Arginins entgegenstehen, so daf hier 
das klassische Verfahren der Peptidsynthese bisher zu keinem 
Erfolg gefiihrt zu haben scheint. Andererseits sind noch keine 
Derivate des Arginins aufgefunden, welche erlauben, das Arginin 
mit seinem Carboxyl peptidartig in die Stickstoffgruppe anderer 
Aminosauren einzufiihren. 

Da uns aber das Studium argininhaltiger Peptide fiir die 
Ausgestaltung unserer eiweiSchemischen Kenntnisse und ins- 





) 16. Mitteilung tiber Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. 15. Mit- 
teilung vgl. M. Bergmann, Collegium Nr. 679, S. 488 (1926). 

*) Kin Arginin-glutaminsiure-dipeptid haben P. A. Levene u. F. J. 
Birchard aus Kyrinsulfat, also letzten Endes durch Abbau eines Natur- 
stoffes, erhalten, vgl. Journ. of biol. Chemistry Bd. 13, S. 277 (1912). 
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besondere fiir die Erforschung der Protamine und Histone un- 
entbehrlich scheint, haben wir uns ihrer Synthese zugewandt.') 
Hier hat uns nun das jiingst”) angegebene Verfahren der Pep- 
tidsynthese, welches den Umweg itiber die Acetylverbindungen 
der Peptide einschligt, zu einem ersten Ergebnis gefiihrt und 
die Gewinnung eines inaktiven und eines optisch-aktiven Phe- 
nylalanyl-arginins erméglicht. 

Das Azlacton I der «-Acetamino-zimtsiiure (Formel siehe 
unten) verbindet sich in waBrig-acetonischer Lésung unschwer 
mit freiem d-Arginin (II) zu dem acetylierten ungesittigten 
Peptid ITI, das wir nach einigen Bemihungen gut krystalli- 
siert und in recht befriedigender Ausbeute gewinnen konnten. 
In Gegenwart von Palladiummohr nahm es 2 Atome Wasser- 
stoff auf und lieferte ein gesittigtes Acetyl-dipeptid der Formel LV. 
Es ist uns bisher nicht gelungen, dieses Priiparat lediglich 
durch Behandlung mit indifferenten Lésungsmitteln in einen 
deutlich krystallisierten Zustand iiberzufiihren. Offenbar ent- 
hielt das Priiparat die Monacetylverbindungen von d-Phenyl- 
alanyl-d-arginin und yon |- Phenylalanyl-d-arginin zu etwa 
gleichen Teilen; denn bei der Hydrolyse entstand neben d-Ar- 
ginin ein Phenylalanin, an dem wir kein Drehungsvermégen 
wahrnehmen konnten. Uber die Verarbeitung des acetylierten 
Dipeptids auf optisch-aktives d-Phenylalanyl-d-arginin berichten 
wir weiter unten. 

Auf einem besonderen Weg ist es uns aber dennoch ge- 
lungen, das amorphe acetylierte Dipeptid in ein krystallisiertes 
Priparat gleicher Zusammensetzung vom Schmelzp. 216° iiber- 
zufithren, nimlich indem wir es mit Hssigsiureanhydrid bei 
Zimmertemperatur behandelten. Hierbei wurde, ohne da zu- 
gleich weitergehende Acetylierung erfolgte, der Argininanteil 
racemisiert.*) Dementsprechend gab das krystallisierte acety- 





') Vgl. hierzu auch unsere Studie an Acetylderivaten des Arginins, 
Diese Zs., Bd. 159, S. 179 (1926). 

*) M. Bergmann, F. Stern vu. Ch. Witte, Liebigs Ann. d. Chem. 
Bd. 449, S. 277 (1926). 

’) Ahnlich haben wir kiirzlich [diese Zs, Bd. 159, 8.179 (1926)] die 
Racemisierung von d-Arginin zu Monacetyl-d,l-arginin vorgenommen. 
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lierte Peptid bei der Hydrolyse inaktives Phenylalanin und 
inaktives Arginin. Es lag hier also eine gleichteilige Vereini- 
gung von Acetyl-l-phenylalanyl-l-arginin mit Acetyl-d-phenyl- 
alanyl-d-arginin oder von Acetyl-d-phenylalanyl-l-arginin mit 
Acetyl-l-phenylalanyl-d-arginin vor; noch wahrscheinlicher ist 
aber, daB ein Gemisch aller vier méglichen aktiven Isomeren, 
vielleicht in Form zweier Racemkirper, vorgelegen hat. 


C,H,CH=C—CO NH, -CH-CH,-CH,-CH,-NH 
| Ss | | 
I N=C - CH, II COOH C—NH 
* NH, 
“tay kK 
C,H,-CH=C-CO—NH-CH-CH,-CH,-CH,-NH 
Hl NH-COCH, COOH C=NH 
NE, 
eo 
¥ 
C,H,+CH,-CH-CO—NH-CH-CH,-CH,-CH,-NH 
| | 
a | | 
IV NH-COCH, COOH C—=NH 
NH, 
Abspaltung 


von Acetyl 


C,H,-CH,-CH-CO—NH-CH-CH,-CH,-CH,+-NH 
| | | 
V NH, COOH C=NH - 


NH, 


Dieses inaktive Acetylpeptid (LV) wurde ohne Riicksicht 
Bei dem damaligen Beispiel war also die Racemisierung mit einer Ace- 
tylierung verbunden. Unser jetziges Beispiel zeigt, dab der Vorgang 
der Acetylierung selbst fiir die Racemisierung nicht verantwortlich zu 
machen ist, wenn auch die Acetylverbindungen der Aminosiiuren unter 
bestimmten Bedingungen der Racemisierung zugiinglicher sind als die 
freien Aminosiiuren. Im Anschlu8 an unsere Mitteilung iiber die leichte 
Racemisierung des Acetyl-d-arginins hat uns Herr Prof. D. Acker- 
mann freundlichst auf seine Beobachtung aufmerksam gemacht, dab 
d-Arginincarbonat beim Fiiulnisversuch zum Teil in d,l-Ornithin iiber- 
geht, vgl. diese Zs. Bd. 56, 8S. 305 (1908). 
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auf seine mdgliche stereochemische Inhomogenitit') zur Um- 
wandlung in freies Dipeptid mit n-Salzsiure gekocht und zwar 
nur so lange, daf die Hauptmenge des Acetyls abgespalten 
und andererseits ein betriichtlicher Teil des Peptids noch nicht 
hydrolysiert war. Um das gebildete freie Dipeptid(V) von den 
iibrigen im Gemisch vorhandenen Produkten zu trennen, be- 
nutzten wir (im AnschluB an die Erfahrungen von M. Berg- 
mann, H. Ensslin und L. Zervas?) mit Aldehydverbindungen 
von Aminosduren und Peptiden) die Eigenschaft der Phenyl- 
alanyl-arginine, sich mit Salicylaldehyd zu schwer léslichen 
Derivaten zu vereinigen. Auf dem Umweg iiber ein Oxybenzy- 
liden-phenylalanyl-arginin haben wir so ein krystallisiertes in- 
aktives Phenylalanyl-arginin gewonnen und es weiter durch 
sein krystallisiertes Dihydrochlorid charakterisiert. 

Das freie Dipeptid lést sich in Wasser mit ausgesprochen 
alkalischer Reaktion auf Lackmus. Auch Phenolphthalein wird 
noch gerétet. Das Dihydrochlorid reagiert dagegen stark sauer 
auf Lackmus und Phenolphthalein. Mit Phosphorwolframsiéure 
gibt das Dipeptid eine starke Fallung. Bei der Untersuchung 
nach van Slyke reagiert nur eines von den fiinf Stickstoff- 
atomen des Dipeptids positiv, was mit der Erfahrung iiberein- 
stimmt, dai die Guanidogruppe des Arginins bei dieser Probe 
keinen freien Stickstoff liefert. Bei Annahme der oben ge- 
gebenen Formel V mu8 also die freie Aminogruppe des Phe- 
nylalaninrestes als Stickstofflieferant auftreten. 


1) Diese stereochemische Inhomogenitiit beeintrichtigt die Moglich- 
keit der Gewinnung eines einheitlichen Dipeptids nicht, d. h. wir glauben, 
da8 unser inaktives Phenylalanyl-arginin nur die eine der beiden még- 
lichen inaktiven Formen enthilt (niimlich d- Phenylalanyl - d - arginin 
+ 1-Phenylalanyl-l-arginin). Wir schlieBen das nicht nur aus der Be- 
schaffenheit unseres krystallisierten Dipeptids, seines krystallisierten 
Hydrochlorids und der ebenfalls krystallisierten Oxybenzylidenverbin- 
dung, sondern auch aus der weiter unten mitgeteilten Tatsache, daB wir 
aus einem Gemisch von Acetyl-d-phenylalanyl-d-arginin mit Acetyl-l- 
phenylalanyl-d-Arginin ganz nach dem gleichen Arbeitsverfahren reines 
d-Phenylalanyl-d-arginin gewonnen haben. 

*) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1034 (1925) und diese Zs. Bd. 152, 8. 282 
(1926), 
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Genau nach dem gleichen Verfahren haben wir das oben 
erwihnte aktive Gemisch von Acetyl-phenylalanyl-argininen 
von seinem Acetyl befreit und mit Hilfe der Salicylaldehyd- 
verbindung ein freies optisch-aktives Dipeptid bereitet. Es 
war das d-Phenylalanyl-d-arginin, enthielt also den Antipoden 
des natiirlichen Phenylalanins. Wir haben darum vorerst auf 
eine Untersuchung des Verhaltens gegen proteolytische Fer- 
mente verzichtet. Bei unserer Arbeitsweise und der Beschaffen- 
heit des Ausgangsmaterials hitte auBerdem noch das gewiinschte 
1-Phenylalanyl-d-arginin entstehen miissen. Wir haben es aber 
bisher nicht aufgefunden. Ob es bei der Hydrolyse mit Salz- 
siure rascher zerstért wird als sein diastereomerer Begleiter, 
oder ob es mit Salicylaldehyd eine Verbindung von ungiinstigeren 
Kigenschatten gibt, die seine Auffindung erschweren, kénnen 
wir vorerst nicht sagen. 

Die Eigenschaften des d-Phenylalanyl-d-arginins entsprechen 
im wesentlichen den zuvor geschilderten Eigenschaften der in- 
aktiven Verbindung. Auch bei der Priifung nach van Slyke 
verhalt es sich gleich. Man darf ihm also ebenfalls mit groBer 
Wahrscheinlichkeit eine Struktur entsprechend V zuschreiben. 

Zu einem krystallisierten inaktiven Acetyl-phenylalanyl- 
arginin, das mit dem im vorstehenden beschriebenen inaktiven 
Praiparat strukturell und sterisch tibereinstimmen diirfte, sind 
wir noch auf einem zweiten Weg gekommen. Als wir namlich 
das Azlacton des Acetylphenylalanins?) 


C,H,-CH,-CH—CO 
Vi | 38 
N=—C—CH, 


mit d,l- Arginin kuppelten, entstand zunichst ein scheinbar 
amorphes Acetyl-phenylalanyl-arginin, iiber dessen stereochemi- 
sche Natur wir nichts aussagen kénnen, das aber durch Be- 
handlung mit Essigsiureanhydrid in krystallisiertes Acetyl- 
phenylalanyl-arginin vom Schmelzp. 216° umgewandelt wurde. 

Der auffallende Unterschied im Krystallisationsvermégen 
der Acetyldipeptide vor und nach der Behandlung mit Essig- 





1) M. Bergmann, F. Stern u. Ch. Witte, Lieb. Ann, d. Chem. 
Bd. 449, S. 284 (1926). 
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siureanhydrid lie’ uns anfangs befiirchten, daB unter dem 
HinfluB des Essigsiiureanhydrids trotz der niederen Reaktions- 
temperatur eine Strukturverinderung der Dipeptidkette statt- 
finden kénnte etwa in der Art, daB der Phenylalaninrest aus 
der Guanidogruppe in die g-Aminogruppe des Arginins wandert, 
oder auch umgekehrt. Diese Befiirchtung wird aber gegen- 
standslos gemacht durch unsere Feststellung, dab die Acety]- 
peptide vor und nach der Behandlung mit Essigsiiureanhydrid 
bei der analytischen Untersuchung nach van Slyke keinen 
Stickstoff entwickelten. In Verbindung mit der Erfahrung, dab 
sich die Guanidogruppe des Arginins bei der Probe nach van 
Slyke negativ verhalt, mu8 man also schlieBen, daf bei allen 
diesen Acetylpeptiden die Guanidogruppe frei ist, daB dagegen 
die g-Aminogruppe des Arginins durch die Peptidbindung ver- 
braucht und die Aminogruppe des Phenylalanins durch Acetyl 
substituiert ist. 

In unserer oben schon erwihnten Mitteilung haben wir 
die Uberfiihrung von d-Arginin in die Triacetylverbindung eines 
Anhydro-d,l-arginins beschrieben. Letztere spaltete schon mit 
kaltem Wasser Diacetylharnstoff ab und lieferte dabei Mon- 
acetyl-anhydro-ornithin (d,1--Acetylamino-c-piperidon)') nach 
der Gleichtng: 








NH-COCH, |, CH,-CH,-CH,-CH-NH-COCH, 
CH,-CH,-CH,-CH.CO —— NH bo 

N | und 
C=N(COCH,) CO—NH-COCH, 
NH(COCH,) NH-COCH, 


Hine ganz ibnliche Reaktionsfolge konnten wir mit unserem 
aktiven Monacetyl-phenylalanyl-d-arginin durchfiihren. Beim 
Aufkochen mit Essigsiureanhydrid nahm es unter Abspaltung 





1) Die Formel des Acetylamino-piperidons wurde damals aus seiner 
neutralen Reaktion und der Aufspaltung zu Ornithin erschlossen. Kinen 
strengeren Beweis haben wir inzwischen durch die Behandlung des 
6-Aminopiperidons von E. Fischer u. G. Zemplén (Chem. Ber. Bd. 42, 
S. 4878 [1909]) mit Essigsiiureanhydrid geliefert. Das Produkt war vdllig 
identisch mit dem Priparat aus Triacetyl-anhydroarginin. 
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von einem Molekiil Wasser zwei weitere Acetyle auf. Wir 
fassen das krystallisierte und scheinbar einheitliche*) Reak- 
tionsprodukt als ein Acetylphenylalanyl-diacetylanhydroarginin 
der folgenden Formel VII auf, weil es mit Wasser unter Ab- 
spaltung von Diacetylharnstoff (1X) in Acetylphenylalanyl-amino- 
piperidon (VIII) iibergeht. 

C,H, -CH,-CH-CO——NH-CH-CH,-CH,-CH, 








, | | , 
VII NH-COCH, coO-—-—--—-_N—C=N -COCH, 
SNH. COCH, 
C,H,;-CH,-CH-CO——NH-CH-CH,-CH,-CH, _NH-COCH, - 
| | + €0 1X 
VI NH-COCH, CO NH ~NH-COCH, 





_ C,H,-CH,-CH-CO—NH.-CH-CH,-CH,-CH, 
lta NH, COOH NH, 

Durch gemibigte Hydrolyse des eben genannten Acetyl- 
dipeptid-anhydrids konnten wir Phenylalanyl-ornithin gewinnen, 
das wir vorerst aber nur in Form seiner Verbindung mit Sali- 
cylaldehyd abgeschieden haben. Immerhin sind wir gewii, 
durch diese Reaktion einen ersten Weg zur Gewinnung von 
Dipeptiden des d,l-Ornithins aufgefunden zu haben. 

Die eben beschriebene Umwandlung mag von Bedeutung 
fiir das weitere Studium argininhaltiger Peptide und Proteine 
werden. Denn sie zeigt, daB argininhaltige Peptide, in welchen 
die «@- Aminogruppe des Arginins fiir die Peptidbindung ver- 
braucht, aber das Carboxyl noch frei ist, noch ebenso leicht 
der Abspaltung des Harnstoffrestes und der Umwandlung in 
Derivate des Anhydro-ornithin (Aminopiperidon) zuginglich sind, 
wie das freie Arginin selber. Diese Abspaltung des Harn- 
stoffderivates erfolgt so leicht, daB die Peptidbindung dabei 
nicht gespalten wird. Das verdient ebensogut bei der kiinf- 
tigen strukturanalytischen Untersuchung von Argininpeptiden 
Beachtung, wie es fiir die Beurteilung jener Affinitiitsverhilt- 


a 


) Da zwei asymmetrische Kohlenstoffatome vorhanden sind und 
unter unseren Arbeitsbedingungen eine teilweise riiumliche Umkehrung 
des Argininrestes zu erwarten ist, wiire das Auftreten zweier stereomerer 
inaktiver Formen modglich, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVII. 7 
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nisse wertvoll sein muB, welche die Wirkung der Arginase 
bestimmen. 

Unser Triacety|-phenylalanyl-anhydroarginin (VII) und unser 
Monacetyl-phenylalanyl-anhydroornithin sind Acetate eines neuen 
‘Typus von Dipeptidanhydriden, welchem wir noch weiteres Inter- 
esse schenken werden. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fir die Gewaéhrung von Mitteln zur Ausfiihrung dieser 
Untersuchung unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


(2-Acetamino-cinnamoy]l)-d-arginin 
((N-Acetyl-dehydrophenylalanyl)-d-arginin, Formel II). 
30g d-Arginin aus Gelatine}) und 382 g Acetaminozimt- 

siure-azlacton*), in einem Gemisch von 300ccm Aceton und 
100 ccm Wasser aufgeschlimmt, gingen bei dauerndem Schiit- 
teln innerhalb 2 Stunden véllig in Lésung. Diese wurde noch 
{5 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann bei 
11mm und 40° zur Trockne verdampft und der Riickstand bei 
demselben Druck 2 Stunden auf 50° erwirmt. Die so er- 
haltene amorphe Masse lésten wir in 250 ccm heifem absolutem 
Alkohol. Beim Abkiihlen schieden sich in groBer Menge stern- 
férmig vereinigte Krystallnadeln ab, die scharf abgesaugt, mit 
Aceton gewaschen und zweimal aus absolutem Alkohol um- 
krystallisiert wurden. Ausbeute 50g (50°/, d. Th.). 

Die Substanz lést sich leicht in Wasser; die wiBrige Lé- 
sung ist etwas dickfliissig und schiumt beim Schiitteln. Sie 
reagiert neutral gegen Lackmus. Ferner list sich die Substanz 
recht leicht in Methylalkohol und in Eisessig, sowie reichlich in 
heiBem absolutem Athylalkohol, dagegen schwer in kaltem Athy]- 
alkohol; in Aceton, Essigester und Ather ist sie fast unléslich. 
Sie schmilzt bei nicht zu raschem Erhitzen im Capillarrohr 
bei 192—-193° (korr.) unter Aufschiumen. Zur Analyse wurde 
sie bei 78°, 0,1 mm iiber P,O, zur Gewichtskonstanz ge- 


1) Fir die wiederholte Uberlassung von Gelatine haben wir Herrn 
Kommerzienrat Giinther Meissner, Stadtilm, unseren verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 

*) Vgl. Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 449, S. 277 (1926). 
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trocknet. Dabei muBte, wie bei der Mehrzahl der in dieser 
Mitteilung beschriebenen Stoffe, eine ausgesprochene Neigung, 
Wasser anzuzichen, beriicksichtigt werden. 

0,1325 g Substanz gaben 0,2738 g CO,, 0,0770 g H,0. 

5,070 mg ” » 0,862 eem N (21°, 742 mm). Bei der Ace- 
tylbestimmung durch Hydrolyse und Destillation mit Phosphorsiure ver- 
brauchten 0,1934 ¢ 2,63 cem n/5-Natronlauge. 

C,7H,,0,N, (361,2) 
Ber. C 56,489), H 6,42°/, N 19,39 °/, CH.CO 11,91°, 
Gef. ,, 56,31 5 6,50 », 19,28 % 11,70. 
Ein dreimal umkrystallisiertes Priiparat gab bei der optischen Priifung: 
— 1,12° x 2,7205 
1 X 0,2547 x 1,0234 
Nach nochmaliger Umkrystallisation war [«]/,? = — 18,0°. 

Aus den alkoholischen Mutterlaugen von der Umkrystalli- 
sation des eben beschriebenen Kupplungsproduktes lassen sich 
noch in nicht ganz unbetrichtlicher Menge Nebenprodukte der 
Reaktion isolieren. Wir haben auf ihre Untersuchung vorerst 
keinen Wert gelegt. 





[a)25 = — 18,0° (in Wasser). 


(N-Acetyl-phenylalanyl)-d-arginine (l’ormel IV). 

Ks handelt sich hier um Priparate, wie man sie bei der 
Hydrierung der zuvor beschriebenen ungesittigten Verbindung 
mit katalytisch erregtem Wasserstoff erhalt. Da bei dieser 
Operation der acetylierte Aminozimtsiurerest unter Aufnahme 
von Wasserstoff in den acetylierten Phenylalaninrest iibergeht 
und zugleich ein asymmetrisches Kohlenstoffatom gebildet wird, 
so kann der Phenylalaninrest sowohl in seiner d-, wie in seiner 
\-K'orm entstehen. Offenbar tritt dies in der Tat ein, und zwar 
miissen beide Formen in nahezu gleicher Menge entstehen, 
da wir bei der Hydrolyse der Hydrierungsprodukte ein Phe- 
nylalanin ohne erkennbares Drehungsvermégen erhielten. Die 
im Acetylpeptid schon vor der Hydrierung durch das Vor- 
handensein des d-Argininrestes gegebene Asymmetrie ruft also 
keine ausgesprochene Asymmetrie des Hydrierungsprozesses 
hervor. 

15g Acetaminocinnamoyl-d-arginin nahmen in wibriger 
Lésung, mit 2g Palladiummohr geschiittelt, 1030 ccm Wasser- 


a * 


‘ 
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stoff (20° und 737mm) auf, in volliger Ubereinstimmung mit 
der fiir 2 Atome berechneten Menge. Nach Beendigung wurde 
das Filtrat vom Palladium unter vermindertem Druck bei 30° 
Badtemperatur zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 
150 ccm warmem absolutem Alkohol aufgenommen. Aus der 
abgekiihlten Lésung schied sich die Substanz beim Reiben mit 
dem Glasstab in mikroskopischen Kiigelchen ab, die keine deut- 
lich krystallinische Struktur erkennen lieBen. Nach 15stiindigem 
Aufbewahren erst bei Zimmertemperatur, dann bei 0° wurde 
die Fallung abgesaugt und mit Ather nachgewaschen, wobei 
sie pulverig wurde. In diesem Zustande war das Priaparat an 
feuchter Luft zerflieBlich, Es wurde darum fiir die Analyse 
sofort bei 78° und 0,1 mm tiber P,O, zur Konstanz getrocknet. 
Ausbeute 14g = 93°/, d. Th. Schmelzpunkt gegen 178°, etwas 
unscharf. Das Praparat war leicht léslich in Wasser, nicht 
ganz so leicht in Methylalkohol, ziemlich schwer in kaltem 
absolutem Athylalkohol, so gut wie unldéslich in Aceton, Essig- 
ester und Ather. 
6,027 mg Substanz gaben 12,427 mg CO,, 3,888 mg H,0. 


3,070 mg ‘ » 0,532 eem N (24°, 729 mm). 
C,,H,;0,N,; (363,2) Ber. C 56,16, H 694%, N 19,28°, 
Gef. ,, 56,23 9 1,22 » 19,10 


Die etwa 10°/,ige Lésung eines solchen Praparates in 
2 n-Salzsiiure zeigte eine spezifische Drehung von — 21,1°. Bei 
der stereochemischen Beschaffenheit unseres Priiparates (zwei 
stereoisomere Formen!) haben aber derartige Zahlen wohl nur 
einen begrenzten Wert. Wir haben darum auch die Beob- 
achtung, daB die Drehungswerte im Laufe von Tagen allmah- 
lich anstiegen, nicht weiter verfolgt. Wahrscheinlich sprechen 
dabei auch hydrolytische Vorginge mit. 

Bei der Bestimmung der Aminogruppen nach van Slyke 
verhielt sich die Substanz voéllig negativ. 

Hydrolyse: 2,4 g¢ eines derartigen Priiparates aus den 
beiden optisch-aktiven Acetylphenylalanyl-d-argininen wurden 
mit 10 ccm 10 n-Salzsiiure 5 Stunden riickflieBend gekocht und 
die Lésung dann nach dem Abkiihlen auf 0° mit Chlorwasser- 
stoff gesiittigt. Hierbei schied sich salzsaures Phenyl- 
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alanin krystallisiert ab. Ausbeute 1,0 g (vom Schmelzp. 235°). 
Das salzsaure Salz wurde in wiBriger Lisung auf die iibliche 
Weise mit Ammoniak zerlegt. Ausbeute 0,6 g freies Phenyl- 
alanin vom Schmelzp. 267°!) = 55°/, d. Th. Die bei Zimmer- 
temperatur gesittigte wiBrige Lésung des Phenylalanins lieB 
im 2 dm-Rohr keinerlei Drehungsvermégen erkennen, wihrend 
die aktive Form der Aminosiiure unter den gleichen Bedin- 
gungen eine Drehung von 0,77° hatte zeigen miissen. 
C,H,,0.N (165,1) Ber. C 65,41°/, H 6,72°/, N 8,48°/, 
Gef. ,, 65,09 5, 6,57 5, 3,98. 

Das Filtrat vom salzsauren Phenylalanin diente zur Ab- 
scheidung der Argininkomponente. Hierbei leistete uns das 
bequeme Benzaldehydverfahren”) wertvolle Dienste. Wir ver- 
dampften zunichst unter vermindertem Druck zur Trockne, 
wiederholten dies unter Wasserzusatz, nahmen wieder in etwa 
5 ecm Wasser auf, versetzten die Lésung erst mit etwas iiber- 
schiissigem Ammoniak und schiittelten dann unter Zusatz von 
0,7 com Benzaldehyd. Alsbald krystallisierten die charakte- 
ristischen mikroskopischen Tiifelchen des Benzyliden-d-arginins. 
Ausbeute 1,4 g oder 81°/, der theoretisch méglichen Menge. 
Schmelzp. 206—207° (korr.).3) Aus der Benzylidenverbindung 
haben wir dann noch das Nitrat bereitet, von dem wir schlieb- 
lich 1,1 g oder 70°/, der theoretischen moéglichen Menge er- 
hielten. [a]j' = +10,1°, in Ubereinstimmung mit den An- 
gaben der Literatur fiir d-Argininnitrat. 


Optisch-inaktives (N-Acetyl-phenylalanyl)-arginin. 

0,5 g des eben beschriebenen aktiven Priparates wurden 
mit 3 ccm Essigsiiureanhydrid 6 Stunden bei Zimmertemperatur 
unter Schiitteln behandelt. Hierbei entstand zuniichst eine 
zihe Masse, die allmahlich in einen Krystallbrei iberging. 
Dieser wurde abgesaugt, mit etwas Hssigsiiureanhydrid, dann 





') Erlenmeyer u. Lipp, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 219, 8. 197 
(1883), gaben 263—265° an. 

*) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 282 (1926). 

*)M. Bergmann u. L. Zervas hatten 205° angegeben. Der 
Schmelzpunkt schwankt naturgemi8 etwas mit der Art des Erhitzens. 
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mit trocknem Aceton und mit Ather gewaschen. Ausbeute 
0,5 g. Das Rohprodukt wurde in einem Gemisch von Kssig- 
siureanhydrid und Kisessig kalt gelést, mit Aceton bis zur be- 
ginnenden Triibung versetzt und mehrere Stunden in Kis auf- 
bewahrt. Hierbei schieden sich mikroskopische Krystallnadeln 
ab, die wie oben gewaschen und zur Analyse bei 78° und 
0,1 mm tiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet wurden. 

5,685 mg Substanz gaben 11,710 mg CO,, 3,686 mg H,0O. 

4,905 mg ‘ » 0,833 eem N (24°, 751 mm). 

Bei der Acetylbestimmung durch hydrolytische Destillation mit 


Phosphorsiure unter geringem Druck verbrauchten 0,1999 g Substanz 
2,67 ecm n/5-Lauge. 
Cy, Hy50,N;5 (363,2) 

Ber. C 56,16°/,  H 6,94°/, N 19,289, CH,CO 11,85°,, 

Gef. ,, 56,18 » 1,26 , 19,29 » -'11,49. 

Die bei Zimmertemperatur unter geringem Druck iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknete Substanz schmilzt bei 216” 
(korr.). Um die Verbindung noch weiterhin zu charakterisieren, 
haben wir auch noch ihr Dihydrat untersucht. Man erhilt 
es durch Auflésen der Substanz in Wasser von 80° und Ab- 
kiihlen in tafeligen oder kompakteren Formen. Es 1liBt sich 
aus Wasser oder 50°/,igem Alkohol umkrystallisieren. Die 
Mutterlaugen geben mit Aceton eine weitere Krystallisation. 

6,430 mg lufttrockne Substanz gaben 12,094 mg CO,, 4,175 mg H,O. 

2,805 mg se * » 0,431 com N (24°, 744 mm, 
nach Preg)). 

0,2747 g lufttr. Substanz verloren bei 56° unter 0,1 mm iiber P,O, 
0,0248 g an Gewicht. 

0,2103 g Substanz verbrauchten bei der Acetylbestimmung durch 
Hydrolyse und Destillation mit Phosphorsiiure 2,75 cem n/5-Natronlauge. 


C,,H,;0,N;, 2H,O (399,3) 
Ber. C 51,10°/, H 7,32°/, N 17,54°/ H,O 9,02, C,H,O 10,88°,, 





Gef. ,, 51,80 _ ar 17,29 » 9,02 » 10,99. 
0,1320 g getr. Substanz gaben 0,2728 g CO,, 0,0815 g H,0. 
C,,H,,0,N. (363,2) Ber. © 56,16°/, H 6,94%, 
Gef. ,, 56,36 » 6,91. 


Das Dihydrat lést sich leicht in Wasser, wi8rigem Alkohol 
und in Hisessig, viel schwerer in Methylalkohol und besonders 
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in absolutem Athylalkohol, Aceton, Essigiither, Benzol und 
Chloroform. Seine 10°/,ige Lésung zeigt im 1-dm-Rohr kein 
wahrnehmbares Drehungsvermégen. Es schmilzt bei 216° (korr... 
Der Schmelzpunkt sinkt auf 207°, wenn man das umkrystalli- 
sierte Priparat im Mérser griindlich verreibt. Vielleicht hingt 
diese Erscheinung mit einer mangelnden stereochemischen Hin- 
heitlichKeit des Priparates zusammen. Hs sind vier aktive 
bzw. zwei inaktive Formen méglich. Wiederholt haben wir 
2 Krystallformen nebeneinander beobachtet. 

Es mu8B noch erwihnt werden, daB wir bei der weiter 
oben beschriebenen optisch-aktiven Acetylverbindung gleicher 
Struktur (die wohl aus zwei diastereomeren Formen zusammen- 
gesetzt ist) mit Wasser bisher kein krystallisiertes Hydrat er- 
halten haben. Dagegen krystallisiert Monacetyl-d,l-arginin mit 
2 Mol Krystallwasser.?) 

Hydrolyse: Sie wurde mit dem Hydrat genau so durch- 
gefihrt, wie es im vorhergehenden Abschnitt fiir das aktive 
Praiparat beschrieben wurde. 2g Dihydrat ergaben dabei 
0,8 g salzsaures Phenylalanin vom Schmelzp. 235°, oder 0.4 g 
freies Phenylalanin vom Schmelzp. 266° entsprechend 45°/) der 
theoretisch méglichen Menge. 

Ber. C 65,41°/, H 6,72°/, N 8,48"), 
Gef. ,, 65,61 5, 6,64 »y 8,57. 

Die 1°/, ige wiBrige Lésung des erhaltenen Phenylalaniiis 
zeigte im 2-dm-Rohr keine wahrnehmbare Drehung. 

Ferner erhielten wir 1,2 g Benzyliden-arginin und daraus 
0,9 g Argininnitrat (69°/, der theoretisch mdglichen Menge) 
vom Schmelzp. 223° (unkorr.), dessen 6°/,ige wibrige Lisung 
im 1-dm-Rohr keinerlei Drehungsvermégen zeigte. Ks handelte 
sich also um d,l-Arginin. 


d-Phenylalanyl-d-arginin (Formel Y). 
o-Oxybenzylidenverbindung: 1 g des weiter oben he- 
schriebenen Acetylphenylalanyl-d-arginins wurde mit 30 ccm 
1) Diese Zs. Bd. 159, S.185 (1926). Monacetyl-d-arginin verhalt 
sich nach einer unveréffentlichten Beobachtung von M. Bergmann und 
L. Zervas ebenso. 
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n-Salzsaure 40 Minuten im Bad von 130° gekocht, wobei sorg- 
filtig darauf geachtet wurde, daB die Fliissigkeit dauernd im 
Sieden blieb. Dann wurde bei méglichst niederer Temperatur 
unter geringem Druck zur Trockne verdampft, in 10 ccm 
Wasser gelést und bei 0° genau mit Natronlauge unter Ver- 
wendung von Lackmus als Indicator neutralisiert. Jetzt wurden 
genau 1 Mol Natronlauge und 0,3 g reiner Salicylaldehyd zu- 
gefiigt und das Ganze unter hiufigem Schiitteln bei 0° aut- 
bewahrt. Dabei schied sich bald eine gelb gefirbte dlige 
Masse ab, die ziemlich rasch krystallinisch erstarrte. Nach 
einigen Stunden wurde abgesaugt und mit Aceton und mit 
Ather gewaschen. Beim Umkrystallisieren aus 50°/, igem 
Alkohol erhielten wir die Oxybenzylidenverbindung in mikro- 
skopischen Krystallen, die etwa gleichseitigen Dreiecken glichen 
und nach mehrmaliger Umkrystallisation kaum mehr gefirbt 
waren. Sie lésten sich leicht in Methylalkohol, schwerer in 
Athylalkohol, recht schwer in Wasser, AuBerst schwer in Aceton, 
Essigester und Chloroform. Schmelzp. 199° (korr.). Ihre Lé- 
sungen waren gelb gefirbt. Die Ausbeute an diesem Priparat 
betrug nur 0,3—0,4 g, das sind 50—65°/, der theoretisch 
méglichen Menge, wenn man beriicksichtigt, daf das bei 
unserer Arbeitsweise gewonnene Produkt nur das Oxybenzyliden- 
derivat des d-Phenylalanyl-d-arginin enthielt, daB dagegen das 
gesamte 1-Phenylalanyl-d-arginin in der Mutterlauge verblieb. 

Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd bei 0,1 mm 
und 56° getrocknet. 


6,600 mg Substanz gaben 13,644 mg CO,, 3,586 mg H,0. 


2,700 mg - 5 0,892 cem N (24°, 751 mm, nach Preg)). 
C.9H_70,N; (425,3) Ber. C 62,07°/, H 6,40°/, N 16,47°/, 
Gef. ,, 62,02 y 6,69 , 16,49. 


Freies Dipeptid: Um die Oxybenzylidenverbindung in 
das freie Dipeptid zu verwandeln, wurde 1 g davon mit 4,7 ccm 
n-Schwefelsiure bei Zimmertemperatur geschiittelt, wobei rasch 
Lisung des Priiparates und Abscheidung von Salicylaldehyd 
erfolete. Dieser wurde mit Chloroform und Ather aus der 
wiBrigen Fliissigkeit entfernt, dann die Schwefelsiure mit Baryt- 
lésung genau ausgefallt, vom Bariumsulfat filtriert und das 








a emReTe, = a ons 28 - 
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Filtrat bei geringem Druck unter AusschluB von Kohlensaure 
zur Trockne gebracht. Der Riickstand bildete' eine zihe har- 
zige Masse. Er wurde in absolutem Alkohol gelést und aus 
der filtrierten Lésung das Dipeptid durch Zusatz von Kssig- 
ester als amorphes Pulver ausgefillt, das zur Analyse bei 78° 
und 0,05 mm iiber Phosphorpentoxyd auf konstantes Gewicht 
gebracht wurde. Die Ausbeute an diesem Priiparat betrug 
0,7 g. Es war hygroskopisch. 


2,664 mg Substanz gaben 0,495 ccm N (16°, 744 mm, nach Preg)). 

3,182 mg ‘ ,, 0,593 cem N (21°, 757 mm). 

35,08 mg - » 2,78 cem N (20°, 749mm, nach van 
Slyke). 

30,30 mg ‘ s  2,30eem N (19°, 749mm, nach van 
Slyke). 
C,;H.30,N, (321,2) Ber. Gesamt-N 21,81°/, IN 4,36 °/, 

Get. a 21,49 21,55 » 4,45 4,37. 


Bei den ungiinstigen physikalischen Eigenschaften des 
Priiparates sind die etwas unscharfen Werte im Gesamt- 
stickstoff nicht gerade verwunderlich. Bessere Werte zeigt 
das unten beschriebene salzsaure Salz. Zu erwihnen ist noch, 
daB das Dipeptid beim Schiitteln mit etwas Salicylaldehyd die 
Oxybenzylidenverbindung zuriickliefert und zwar zuerst in Form 
von Nadeln, die zu Drusen vereinigt sind. Beim Umkrystalli- 
sieren aus wiBrigem Alkohol gehen sie aber wieder in die 
schon oben beschriebenen 3 seitigen Formen iiber. 

Das Dipeptid gibt auch in stark verdiinnter Lésung mit 
Phosphorwolframsiiure eine Fallung. 

Kin Pikrat erhalt man aus iquimolekularen Mengen Di- 
peptid und Pikrinsiure. Es bildet, aus wenig Wasser krystal- 
lisiert, goldglinzende mikroskopische Blittchen, schmiizt bei 
95—97° und lést sich ziemlich leicht in Wasser und Methyl- 
alkohol, zunehmend schwerer in Athylalkohol, Aceton, Essig- 
ester und Ather. Es enthiilt lufttrocken etwa 3 Mol Krystall- 


wasser. 
Ber. H,O 8,94°/, Gef. H,O 9,57°/,. 


Fiir die entwiisserte Substanz wurden 20,56°/, N gefunden 
statt der berechneten 20,36°/,. 
Salzsaures Salz: Fiir seine Bereitung geht man am 
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besten von der Oxybenzylidenverbindung aus und zersetzt diese 
mit 2 Mol n-Salzsiure bei Zimmertemperatur. Nach der Ent- 
fernung des abgespaltenen Salicylaldehyds mittels Chloroform 
und Ather verdampft man unter geringem Druck bei moglichst 
niedriger Temperatur zur Trockne, nimmt wiederholt in Methyl- 
alkohol auf und verdampft wieder in der gleichen Weise. Beim 
Verreiben mit absolutem Alkohol liefert der Riickstand stern- 
formig vereinigte Krystallnadeln, deren Menge nach dem Waschen 
mit Alkohol und Ather etwa die Hilfte der angewandten Oxy- 
benzylidenverbindung betrigt und bei Verarbeitung der Mutter- 
laugen auf etwa 65°/, d. Th. ansteigt. 

Beim Aufbewahren an feuchter Luft nimmt das Salz all- 
mithlich betrachtlich an Gewicht zu. Es mubte darum fiir 
die Analyse bei 20° und 0,1 mm iiber Phosphorpentoxyd ge- 


getrocknet werden. 
6,620 mg Substanz gaben 11,120 mg CO,, 3,760 mg H,0. 


2,410 mg s 5 0,382 cem N (23°, 749 mm, nach Preg)). 
4,435 mg m » 98,215 mg AgCl (aus wiBriger Lisung 


direkt gefillt). 
C,,H.,O,N;Cl, (394,2) 

Ber. © 45,66°/, H 6,39°/, N 17,77°/, Cl 17,99%/, 

Gef. ,, 45,81 , 6,36 », 18,01 » 17,93. 

Das getrocknete salzsaure Salz schmilzt bei 192—193” 
(korr.). Ks lést sich sehr leicht in Wasser, auch recht leicht 
in Methylalkohol, betrichtlich schwerer, aber doch noch er- 
heblich in heiBem Athylalkohol. 

Bei der Titration nach R. Willstatter und E. Wald- 
schmidt-Leitz?) verbrauchten 26,9 mg Di-Hydrochlorid in 
wiBriger Lisung 1,30 ccm n/10-Lauge, in 40- und 90°/, igem 
Alkohol je 1,36 n/10-Lauge, wihrend fir 2 Saiureiquivalente 
1,36 ccm Lauge berechnet sind. Das Dihydrochlorid betitigt also 
auch in alkoholischer Lésung nur zwei saure Gruppen”) und 


') Chem. Ber. Bd. 54, 8. 2988 (1921). 

*) d-Arginin-mononitrat verbraucht in 91°/,igem Alkohol 1 Mol 
Natronlauge (41,1 mg Substanz verbrauchten 1,74 ecm n/10-Lauge, ber. 
1,73 eem) bis zur Rétung von Phenolphthalein. In 40°/,igem Alkohol 
und besonders in Wasser ist der Alkaliverbrauch viel geringer, vgl. auch 
E. Waldschmidt-Leitz, A, Schiffner u. W.Grassmann, Diese 
Zs. Bd. 156, S. 89 (1926). 
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die Zunahme des Alkaliverbrauches mit dem Ubergang aus 
Wasser in Alkohol ist ziemlich gering. Letzteres hatten 
M. Bergmann, F.Stern und Ch. Witte!) auch schon fiir 
andere Peptide des Phenylalanins, nimlich fiir 1-Phenylalany]- 
d-glutaminsiure und d-Phenylalanyl-d-glutaminsiure beob- 
achtet. Der verhaltnismaBig saure Charakter des freien Pheny!- 
alanins bei diesem ‘Titrationsverfahren ist schon von Will- 
statter und Waldschmidt-Leitz zahlenmiiBig belegt worden. 
DaB er durch den Ubergang des Phenylalanins in Peptidbindung 
noch verdeutlicht wird, ist nach den Angaben jener Forscher 
ebenfalls nicht verwunderlich. 

Hydrolyse des Dipeptids: Um die stereochemische 
Natur der Aminosiiuren kennenzulernen, die am Aufbau des in 
diesem Abschnitt beschriebenen Dipeptids beteiligt sind, haben 
wir die Oxybenzylidenverbindung des Dipeptids erst, wie zuvor 
beschrieben, mit Salzsiure gespalten, das salzsaure Salz aber 
nicht isoliert, sondern seine wiBrige Loésung mit Chlorwasser- 
stoff gesittigt und dann 6 Stunden riickflieBend gekocht und 
auf die schon beschriebene Weise auf salzsaures Phenylalanin 
und Arginin verarbeitet. 

An salzsaurem Phenylalanin wurden 70°/, d. Th. er- 
halten. Schmelzp. 256° (unkorr.). 

Ber. N 6,95°/, Cl 17,59°/, 
Gef. ,, 7,19 » 17,64. 

Das mit Ammoniak auf die iibliche Weise iu Freiheit ge- 
setzte Phenylalanin zeigte[@]j' = +35,05°, wihrend KE. Fischer 
und A. Mouneyrat?) [@|p° = +35,08° angaben. Unsere Amino- 
siure war also d-Phenylalanin. 

Das d-Arginin wurde nach dem Benzaldehydverfahren 
isoliert und ins Nitrat iibergefiihrt. [a@]j' = +9,90°. 


Ber. C 30,36 °/, H 6,379, 
Gef. ,, 30,46 »» 6,62. 


Inaktives Phenylalanyl-arginin. 
o-Oxybenzylidenverbindung: Als Ausgangsmaterial 
diente das inaktive Acetyl-phenylalanyl-arginin, das weiter oben 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 449, S. 277 (1926). 
2) Chem. Ber. Bd. 33, S. 2385 (1900). 
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beschrieben ist. Die Abspaltung des Acetyls und die Ab- 
scheidung des Dipeptids mittels Salicylaldehyd wurden genau 
so ausgefiihrt, wie es im vorhergehenden Abschnitt fiir das 
optisch-aktive Peptid angegeben wurde. Das Rohprodukt, das 
zuniichst keine deutlichen Krystalle erkennen lieB, betrug 
diesmal 0,45 g aus 1g Acetyl-dipeptid. Beim Umlésen aus 
wasserhaltigem Methylalkohol verwandelte es sich in mikro- 
skopische farblose Naidelchen, die zu Drusen vereinigt waren. 
Zur Analyse wurden sie unter 0,05 mm bei 56° iiber Phosphor- 
pentoxyd auf konstantes Gewicht gebracht. Der Schmelzpunkt 
lag dann bei 162—163° (korr.). 
5,635 mg Substanz gaben 12,792 mg CO,, 3,317 mg H,O. 


4,030 mg ms » 0,560 cem N (20°, 758 mm, nach Preg}). 
C,,H,,0,N; (425,38) Ber. C 62,079, H 6,409), N 16,47°/, 
Gef. ,, 61,91 6,59 16,15. 


Wir erhielten aber die Oxybenzylidenverbindung auch 
noch in einer zweiten Modifikation vom Schmelzp. 237° (korr.), 
die in 4- und 6eckigen mikroskopischen Tafelchen krystalli- 
sierte. Beide Modifikationen lassen sich wechselseitig inein- 
ander iiberfiihren. Verreibt man z. B. die Modifikation vom 
Schmelzp. 162° im Moérser mit einer Spur der héher schmel- 
zenden Form, so schmilzt hinterher das Ganze bei 237°. Aus 
Lésungen in Methylalkohol kann man durch Impfen die eine 
oder andere Modifikation gewinnen. Die niedriger schmelzende 
Modifikation lést sich leichter in Methyl- und Athylalkohol, 
beide lésen sich schwer in heiBem Wasser, fast gar nicht in 
kaltem Wasser, Ather, Aceton oder Chloroform. Bei der 
Elementaranalyse fanden wir fiir ein Priparat vom Schmelzp.237°: 

0,1163 g Substanz gaben 0,2642 g CO,, 0,0680 g H,0. 

2,745 mg e 5, 0,402 cem N (23°, 745 mm, nach Preg)). 

Gef. C 61,95°/, H 6,54°/, { 16,55). 

Zur Verarbeitung auf freies Dipeptid gelangte stets die 
hochschmelzende Modifikation der Oxybenzylidenverbindung. 

Freies Dipeptid: Wegen der Gewinnung aus der eben 
beschriebenen Oxybenzylidenverbindung kann auf die beim 
aktiven Dipeptid angegebene Vorschrift verwiesen werden, die 
wir ohne Anderung auf den jetzigen Fall iibertragen haben. 
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Wir gewannen dabei das freie inaktive Phenylalanyl-arginin 
aus der alkoholischen Lisung des Rohproduktes in hiibschen, 
farblosen, mikroskopischen Nidelchen und in einer Ausbeute 
von tiber §5°/, d. Th. Das Dipeptid lést sich leicht in Wasser, 
miBig in Alkohol von 90°/,, fast gar nicht in absolutem A\I- 
kohol, Ather und Aceton. Von Phosphorwolframsiiure wird es 
auch aus stark verdiinnter wiBriger Lésung gefillt. Zur Ana- 
lyse wurde es bei 20° und 0,1 mm tber P,O, getrocknet. Der 
Schmelzpunkt lag dann bei 236° (korr.). 

Praiparat I: 

4,185 mg Substanz gaben 8,529 mg CO,, 2,638 mg H,0. 

2,040 mg i » 0,387 cem N (19°, 750 mm, nach Pregl). 


Priparat II: 

4,800 mg Substanz gaben 9,862 mg CO,, 3,180 mg H,0. 

3,042 mg ‘is » 0,592 com N (24°, 745 mm, nach Preg)). 

26,7 mg z » 2,18 eem N (19°, 743 mm, nach van 
Slyke iiber 1°/,ig. Schwefelsiiure von 19°). 

C,,H.,0,N; (321,2) 

Ber. C 56,04°/, H 7,22°/, Gesamt-N 21,81°/, 1-N 4,36°), 

Gef. I ., 56,25 “ae ” 21,88 gn or 

Gef. If ,, 56,03 » ta ” 21,92 1» 4,56 

Kine 16°/,ige wiBrige Lésung des Dipeptids, die 2 Mol 
Chlorwasserstoff enthielt, lie} im 1-dm-Rohr fiir Natriumlicht 
kein Drehungsvermégen erkennen. Das lieB sich erwarten, da 
schon das acetylierte Dipeptid, das als Ausgangsmaterial diente, 
keine Drehung zeigte und bei der Hydrolyse nur inaktives 
Phenylalanin und inaktives Arginin lieferte. Wir glaubten 
darum, aufeine Hydrolyse des freien Dipeptids verzichten zu kénnen. 

Dagegen haben wir uns iiberzeugt, daB beim 2 Minuten 
dauernden Verkochen des freien Dipeptids mit Essigsiure- 
anhydrid dasselbe ‘T'riacetyl-phenylalanyl-anhydroarginin ent- 
steht, das wir auf ihnliche Weise und in gleicher Ausbeute 
aus Monacetyl-phenylalanyl-d-arginin gewonnen haben und das 
wir weiter unten beschreiben. Die Identitit wurde auBer durch 
die Elementaranalyse 

Fir C,,H,,0;N; Ber. 16,32°/, N Gef. 16,249), N 

durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt erwiesen. 

Di-hydrochlorid: Wir zerlegten die Oxybenzyliden- 
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verbindung vom Schmelzp. 237° mit 2 Mol n-Salzsiure bei 20°, 
was schon nach ganz wenigen Minuten erreicht war, entfernten 
den abgespaltenen Salicylaldehyd mit Ather, verdampften unter 
geringem Druck und lésten den zihen Riickstand in méglichst 
wenig kaltem absolutem Alkohol. Bei mehrstiindigem Aui- 
bewahren bei 0° schied sich das salzsaure Salz in farblosen, 
warzenartig vereinigten, mikroskopischen Niadelchen aus. Ihre 
Menge betrug nach dem Waschen mit absolutem Alkohol 86°/, 
d.Th., auf die Oxybenzylidenverbindung berechnet. 

Zur Analyse wurde bei 20° und 0,1 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. Der Schmelzpunkt lag dann bei 130 ° (korr.). 

6,170 mg Substanz gaben 10,353 mg CO,, 3,675 mg H,O. 


3,150 mg - mn 0,488 cem N (22°, 745 mm, nach Pregl). 
5,690 mg - » 4,085 mg AgCl (direkt gefallt). 
C,,H,,0,N,C fae 4,20) 
Ber, © 4 .. H 6,399, N 17,77, Cl 17,999, 
Gef. ,, 45,76 » 6,66 y 17,57 y 17,76 


Das salzsaure inaktive Phenylalanyl-arginin lést sich leicht 
in Wasser und in Methylalkohol, erheblich schwerer in ab- 
solutem Athylalkohol, fast gar nicht in Aceton und in Ather. 
15,1 mg salzsaures Salz verbrauchten in wiBriger Lésung 
0,69 com n/10-Natronlauge, in 40°/,ig. Alkohol 0,72 com und 
in 80°/,ig. Alkohol 0,72 com n/10-Lauge. Berechnet waren 
fiir zwei Saiureiiquivalente 0,74 ccm. 

Fiir die strukturelle Beurteilung unseres inaktiven Di- 
peptids und seines salzsauren Salzes kommen vier aktive bzw. 
zwei inaktive Formen in Betracht. Wir halten es aber nach den 
weiter oben mitgeteilten Erfahrungen bei der dhnlich aus- 
gefiihrten Gewinnung des d-Phenylalanyl-d-arginins, bei welcher 
das 1-Phenylalanyl-d-arginin nicht gefaBt werden konnte, fiir 
wahrscheinlich, daB unser soeben abgehandeltes inaktives [D1- 
peptid aus d-Phenylalanyl-d-arginin + 1-Phenylalanyl-l-arginin 
besteht. 

Acetylphenylalanyl-diacetyl-anhydroarginin. 

(Triacetyl-phenylalanyl-anhydroarginin) (Formel VII). 

FKiir die Darstellung dieses Stoffes ist es gleichgiiltig, ob 
man von aktivem oder inaktivem Monacetyl-phenylalanyl-arginin 
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(soweit sie oben beschrieben wurden) ausgeht, weil wihrend 
der Operation der Argininrest racemisiert wird und der Phenyl- 
alaninanteil in beiden Fallen sowieso in gleichen Teilen d- und 
l-Form vorliegt.‘) Wir gingen der Bequemlichkeit wegen von 
der leichter zugiinglichen aktiven Verbindung aus. 

0,5 g Monacetyl-phenylalanyl-d-arginin wurden in 6 ccm 
Hssigsiureanhydrid unter Erwiirmen gelést, die Lésung 1 Min. 
gekocht, dann unter geringem Druck eingedampft und der ver- 
bleibende Glige Riickstand in reinem trocknem Aceton gelést. 
Liangeres Aufbewahren bei 0° brachte feine Nidelchen zur Ab- 
scheidung, 0,2 g. Zur Analyse wurde aus warmem Hssigsiure- 
anhydrid umkrystallisiert und bei 20° und 0,1 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. Der Schmelzpunkt lag dann bei 201 ° (korr.). 

5,211 mg Substanz gaben 11,271 mg COQO,, 2,985 mg H,O. 


3,095 mg . - 0,446 ecm N (24°, 745 mm, nach Preg)). 
C,,H.;0,N, (429,3) Ber. C 58,709, H 6,34°/, N 16,32°/, 
Gef. ,, 58,99 ,, 6,41 .» 16,23 


Ziemlich leicht léslich in heiBem Essigsiureanhydrid, mibig 
in Chloroform, schwer in Aceton und fast gar nicht in Ather und 
Benzol. Wasser lést in der Wiirme ziemlich leicht, aber dabei 
tritt auch rasche Verinderung ein. 


Acetyl-phenylalanyl-anhydroornithin 

(Acetyl-phenylalanyl-8-aminopiperidon) (Formel VIII). 

0,5 g des eben besprochenen Triacetyl-phenylalanylanhydro- 
arginins wurden mit der 15fachen Wassermenge 3 Minuten ge- 
kocht und dann im Vakuumexsiccator verdunstet. Dabei blieb 
ein Sirup, der beim Reiben zu einem Krystallbrei erstarrte. 
Dieser wurde mehrmals mit im ganzen 10 ccm Aceton aus- 
gekocht, wobei Diacetylharnstoff in Lésung ging. Schmelz- 
punkt 152—153° (korr. 155—156°), ebenso Schmelzpunkt eines 
Gemisches mit Diacetylharnstoff, der auf andere Weise bereitet 
war. Ausbeute 0,1 g. 

In Aceton ungeldst blieb Acetyl-phenylalanyl-anhydro- 
ornithin. Ausbeute 0,2 g oder gegen 55°/, d. Th. Nach dem 





‘) Anders wiirden die Dinge liegen, wenn man ein Acetyldipeptid 
zur Anwendung bringen wiirde, das auch im Phenylalaninanteil nur die 
eine der beiden méglichen raumisomeren Formen enthielte. 
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Umkrystallisieren aus heiiem absolutem Alkohol schmolz die 
Substanz bei 245° (korr.). Die lufttrockne Substanz nahm iiber 
Phosphorpentoxyd nicht mehr an Gewicht ab. 

5,270 mg Substanz gaben 12,218 mg CO,, 3,190 mg H,0. 


3,220 mg . - 0,395 cem N (23°, 756 mm, nach Preg}). 
C,,H,,03N; (203,2) Ber. C 68,329, H 6,98°,  N 13,86°, 
Gef. ,, 63,23 » 623 14,07 


Acetyl-phenylalanyl-anhydroornithin lést sich ziemlich leicht 
in Wasser und wiBrigem Aikohol, dagegen schwer in Aceton, 
Chloroform und besonders in Ather und Benzol. 

Verzichtet man auf die Isolierung des Triacetyl-phenyl- 
alanyl-anhydroarginins, so kann man aus dem Monacetyl-phenyl- 
alanyl-arginin durch Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid, Ver- 
dampfen im Vakuum und direkte Zerlegung mit Wasser un- 
schwer gegen 30°/, d. Th. an Acetyl-phenylalanyl-anhydro- 
ornithin erhalten. 


Phenylalanyl-ornithin (formel X). 

Dieses Dipeptid entsteht bei gemiBigter Hydrolyse des 
eben besprochenen acetylierten Dipeptid-anhydrids. Wir haben 
es vorerst nur als o-Oxybenzylidenverbindung abgeschieden und 
charakterisiert, behalten uns aber vor, auf eine eingehendere 
Untersuchung zuriickzukommen. 

0,5 g Acetyl-phenylalanyl-anhydroornithin wurden mit 30 ccm 
n-Salzsiiure 40 Minuten in einem Bad von 125° riickflieBend 
gekocht. Dann wurde die Lisung unter geringem Druck zur 
Trockne verdampit, der amorphe Riickstand in wenig Wasser 
gelést, mit Natronlauge genau neutralisiert (Lackmus), noch 
weitere 1,65 ccm n-Natronlauge und 0,3 g Salicylaldehyd zu- 
gefigt. Bei 0° schied sich bald eine nicht deutlich kry- 
stallisierte, gelbliche Fallung ab, deren Menge nach dem 
Waschen mit wenig eiskaltem Wasser und mit Ather 0,2 ¢ betrug. 
Sie wurde in Methylalkohol gelést und durch Zusatz von Wasser 
wieder abgeschieden und bildete dann farblose, zentrisch ver- 
einigte Nidelchen vom Schmelzp. 149° (korr.), die zur Analyse 
bei 78° und 0,05 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet wurden. 


6,498 mg Substanz gaben 15,680 mg CO,, 3,769 mg H,0. 
2,350 mg ” _ 0,229 eem N (23°, 757 mm, nach Pregl). 
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C,,H,;0,N, (383,2) Ber. C 65,769, H 6,58, N 10,97°%, 
Gef. ,, 65,81 » 6,49 »» 11,19 
Die Oxybenzylidenverbindung lést sich betrichtlich in 
heiBem Methylalkohol, viel schwerer in kaltem Methyl- und Athyl- 
alkohol und fast garnichtin Aceton, Ather, Benzol. Mitn-Salzsiiure 
spaltet sie schon in der Kalte leicht Salicylaldehyd ab, was zur 
Darstellung des Phenylalanyl-ornithins Verwendung finden kann. 


Gewinnung von Acetyl-phenylalanyl-anhydroornithin 

aus d,l-$-Amino-«-piperidon. 

Zum Vergleich mit dem zuvor beschriebenen Acetyl-phenyl- 
alanyl-anhydroornithin vom Schmelzp. 245° haben wir einen 
Stoff derselben Struktur durch direkte Verkniipfung von Acetyl- 
d,l-phenylalanin (in Form des Azlactons)’) mit d,l-Aminopiperidon ?) 
bereitet. 

0,2 g¢ Aminopiperidon und 0,25 g Acetyl-phenylalanin- 
azlacton wurden getrennt in Hssigiither gelést, die Lésungen 
vermischt und 1 Stunde bei 20° aufbewahrt. Erst schied 
sich dabei etwas Ol ab, aber bei lingerem Stehen erfolgte 
Krystallisation. Ausbeute 0,3 g. Beim Umkrystallisieren aus 
Alkohol erhielten wir ein Gemisch von Nidelchen und okta- 
ederiihnlichen derben Formen. 

3,783 mg Substanz gaben 8,825 mg CQ,, 2,430 mg H,O. 


2,710 mg " ‘a 0,338 cem N (23°, 740mm, nach Preg)). 
C,sH~,0;N; (303,20) Ber. C 63,339),  H 6,98, N 13,86%, 
Gef. ,, 63,62 o tae 5» 14,00 


Das Priparat glich in seinen Léslichkeiten dem weiter oben 
beschriebenen Acetyl-phenylalanyl-anbydroornithin vom Schmelz- 
punkt 245°. Aber es krystallisierte fast stets als Gemisch 
gweier Formen und sein Schmelzpunkt lag auch erheblich tiefer, 
nimlich je nach dem Erhitzen bei 210—212° (korr.) Wir 
haben bisher die beiden verschieden schmelzenden Formen 
nicht ineinander umwandeln kénnen. Wir vermuten, daB das 
tiefer schmelzende Priparat ein Gemisch der beiden méglichen 
inaktiven stereomeren Formen ist. 





1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 449, S. 277 (1926). 
2) E. Fischer und G. Zemplén, Chem. Ber. Bd. 42, S. 4878 (1909). 
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Uber die Chemie des Lactacidogens. 
5. Mitteilung. 


Von 
Gustav Embden und Margarete Zimmermann. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Marz 1927.) 


In der 4. Mitteilung tiber die Chemie des Lactacidogens?) 
konnten wir aus MuskelpreBsaft, der die von vornherein vor- 
handene anorganische Phosphorsiiure unter der Kinwirkung 
von Natriumfluoridlésung zu nahezu volligem Verschwinden 
gebracht hatte, eine Hexosediphosphorsiure als Brucinsalz iso- 
lieren. Diese erwies sich als vollkommen identisch mit jener 
Hexosediphosphorsiure, die unter bestimmten Bedingungen 
bei der alkoholischen Hefegirung in groBen Mengen entsteht.?) 
Wir glaubten, in der erwahnten Arbeit den Nachweis erbracht 
zu haben, daB das Lactacidogen des Muskels mit der Girungs- 
hexosediphosphorsiure identisch wire, wobei wir allerdings die 
Méglichkeit offen lieBen, da& neben der Hexosediphosphorsiure 
in der Muskulatur auch Hexosemonophosphorsiure auftreten 
kénnte.?) 

Da aber in den erwihnten Versuchen nicht einfach frische 
Muskulatur verwendet worden war, weil die in ihr vorhandene 
relativ groBe Menge anorganischer Phosphorsiure der Isolierung 


1) Embden u. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 141, §. 225 (1924). 

*) Lebedew, Biochem. Zs. Bd. 20, 8. 114 (1909); Young, Ebenda 
Bd. 32, S. 177 (1911). 

5) Embden u. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 141, u. zw. 8. 232 
(1924), 
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des Lactacidogens groBe Schwierigkeiten bereitete, so erschien 
es als noétig, auch aus frischer Muskulatur das Lactacidogen 
rein darzustellen. Denn es war nicht ausgeschlossen, daB die 
unter Fluorideinwirkung durch fermentative Synthese ent- 
standene Substanz nicht véllig mit der von vornherein im 
Muskel vorhandenen identisch wiire. 

Wenn uns diese Verschiedenheit der urspriinglich im 
Muskel vorhandenen und der bei der fermentativen Synthese 
im MuskelpreBsaft gebildeten Kohlehydratphosphorsiureverbin- 
dung zunichst als wenig wahrscheinlich erschienen war, so 
iiberzeugte uns der Verlauf unserer Versuche, das Lactacidogen 
aus frischer Muskulatur zu isolieren, bald davon, da® das 
Muskellactacidogen nicht mit der Hexosediphosphorsiiure iden- 
tisch ist. Kine gréBere Reihe von Versuchen, das Brucinsalz 
der Hexosediphosphorsiiure aus Extrakten lebensfrischer Mus- 
kulatur zu gewinnen, verlief véllig ergebnislos (die Versuche 
wurden gemeinsam mit Herrn Dr. Weber vorgenommen), was 
um so auffalliger war, als wir uns genau an die in der 4. Mit- 
teilung geschilderte Methodik hielten und das neutrale Brucin- 
salz der Hexosediphosphorsiiure durch seine Schwerléslichkeit 
ausgezeichnet ist. 

Das beim Einengen im Vakuum schlieBlich gewonnene 
Gemisch von Brucinsalzen, das neben dem Salz der Kolile- 
hydratphosphorsiiure des Muskels auch jenes der Phosphor- 
siure und auferdem dasjenige eines Mononucleotids enthielt, 
konnten wir durch fraktionierte Krystallisation nicht trennen. 
Auch als uns schlieBlich die Beseitigung der anorganischen 
Phosphorsiiure in einfacher Weise gelungen war, gewannen 
wir kein einheitliches Brucinsalz. Wir gelangten erst zum 
Ziel, als wir erkannt hatten, daB die Lactacidogenfraktion eine 
stickstoffhaltige organische Phosphorsiureverbindung enthielt’), 
die leicht in krystallisierter Form abgetrennt und mit einer 
bereits bekannten Substanz identifiziert werden konnte. (Siehe 
die auf die vorliegende folgende Mitteilung.) 


1) Kine persdénliche Mitteilung des einen von uns fiihrte zu der 
irrtiimlichen Angabe in Oppenheimers ,,Fermenten“, daB das Lacta- 
cidogen eine stickstoffhaltige Substanz sei. 

Qt 
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Methodik. 


Die Methodik, die sich im Laufe unserer Arbeit allmih- 
lich herausbildete und ohne Schwierigkeiten die Gewinnung 
von reinem Lactacidogen gestattet, soll im folgenden genau ge- 
schildert werden. 

Wie in friiheren Versuchen wurde das gréBte Gewicht auf 
moglichst rasche Gewinnung der Muskulatur nach dem Tode 
und beschleunigte Zerstérung des lactacidogenspaltenden Fer- 
mentes gelegt. 

Wir benutzten ausschlieBlich Kaninchen, einmal deswegen, 
weil der Lactacidogengehalt der bei dieser Tierart iiberwiegend 
vorhandenen hellen Muskulatur nach friitheren Feststellungen 
von Embden und Adler?) ein besonders hoher ist, vor allem 
aber, weil sich die Hauptmenge der Skelettmuskulatur beim 
kleinen Kaninchen sehr viel rascher als bei gréBeren Versuchs- 
tieren gewinnen lift und daher unvermeidliche Lactacidogen- 
verluste durch fermentative Spaltung auf ein méglichst ge- 
ringes MaB beschrinkt werden. 

Folgende Arbeitsvorschrift fiihrt mit Sicherheit zur Iso- 
lierung der gesuchten Substanz. 

Unmittelbar nach dem Erléschen des Cornealreflexes wird 
die Haut abgezogen und mit Hilfe mehrerer Assistenten zu- 
nichst die Muskulatur der Hinterschenkel, dann die des Riickens, 
der vorderen Extremitiiten und des Bauches mit gréBter Be- 
schleunigung durch eine HF leichhackmaschine getrieben, die 
unter Anbringung eines duBeren Mantels durch Kaltemischung 
gekiihlt ist. Der aus der Fleischhackmaschine austretende 
Muskelbrei, der auf etwa 20° abgekiihlt ist, fallt unmittelbar in 
eisgekiihlte Salzsiure von 4°/,, die stark geriihrt wird. Bei 
geniigender Ubung ist bereits 5 Minuten nach dem Tode des 
Tieres weitaus die Hauptmenge der Muskulatur (Hinterschenkel 
und Riickenmuskeln) in der Salzsiure, wenige Minuten spiiter 
auch die relativ geringe Menge der iibrigen Muskulatur. Fiir 
jeden einzelnen Versuch gelangen 5—6 méglichst groBe Kanin- 
chen zur Verwendung, die zusammen etwa 3kg Muskeln 


1) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 
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liefern, wie sich aus der Wigung der mit der Salzsiiure vor- 
gewogenen (sefiBe ergibt. 

Nach Feststellung des Muskelgewichtes wird ein diesem 
entsprechendes Volumen 5°), iger Quecksilberchloridlésung zur 
EiweiBfillung nach Schenck hinzugefiigt und die griindlich 
mechanisch durchgerihrte Flissigkeit einige Stunden im Eis- 
schrank aufbewahrt. 

Das durch méglichst scharfes Absaugen auf groBer Nutsche 
ohne Nachwaschen gewonnene, meist etwa 7—8 Liter betragende 
eiwelBfreie Filtrat wird in geschlossenem Gefif mit Schwefel- 
wasserstoff unter hiufigem Umschiitteln entquecksilbert; nach 
dem Filtrieren durch groBe Faltenfilter und Beseitigung des 
Schwefelwasserstoffes durch einen Luftstrom werden auf jedes 
Liter Filtrat 100 ccm 10°/,iger Kupfersulfatlésung hinzugefiigt, 
alsdann wird mit 33°/,iger Natronlauge bis zu schwach saurer 
Reaktion abgestump{t und schlieBlich mit Kalkmilch bis zu 
stark alkalischer Reaktion versetzt. Die Vollstindigkeit der 
Kupferkalkfallung wird durch Hinzufiigen von etwas Kalkmilch 
zu einer Filtratprobe kontrolliert. So rasch wie méglich wird 
die kihle Fliissigkeit unter Verwendung grofer Nutschen filtriert 
und der Niederschlag mehrmals mit einer geringen Menge Kalk- 
wasser gewaschen. Unmittelbar danach wird er in einer eis- 
gekiihiten Reibschale mit 25°/, iger eisgekiihlter Schwefelsiure 
volistindig zersetzt und wiederum durch Abnutschen vom aus- 
geschiedenen Calciumsulfat getrennt. Das Calciumsulfat wird 
mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. Filtrat und Wasch- 
wasser werden zusammen mit soviel Natronlauge versetzt, daB 
die Fliissigkeit noch eben klar bleibt, und nunmehr mit Kalk- 
milch erneut gefillt. Die zweite Kupferkalkfaillung wird in 
der gleichen Weise wie die erste gewaschen und mit Schwefel- 
siiure unter Vermeidung eines unnotigen Uberschusses zersetzt. 

Nach der erneuten Abtrennung vom Calciumsulfat, wobei 
wiederum das nach mehrfacher Waschung erhaltene Wasch- 
wasser mit dem Filtrat vereinigt wird, entfernt man das Kupfer 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in ein geschlossenes 
GefiiB. Das nach Beseitigung des Kupfersulfids unter mehr- 
maligem Auswaschen erhaltene Filtrat, das nur Spuren von 
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Chlorionen enthalt, wird mit heiBgesittigter Barytlésung unter 
lebhaftem Umriihren und Vermeidung jeder stiirkeren Er- 
wirmung versetzt, bis Kongopapier nicht mehr gebliut wird, 
die Fliissigkeit gegen Lackmuspapier aber noch stark saure 
Reaktion aufweist. Die durch Abtrennung vom Bariumsulfat 
gewonnene, Hehlingsche Lésung stark reduzierende Fliissig- 
keit enthilt neben dem lLactacidogen noch anorganische 
Phosphorsiure, die oben erwibhnte organische stickstoffhaltige 
Phosphorverbindung und geringe Schwefelsiuremengen. An 
gemessenen kleinen Proben dieser Fliissigkeit, deren Menge 
bei gleichzeitiger Verarbeitung von 2 Ansiitzen etwa 2—3 Liter 
betrigt (meistens wurden die nach der Kupferkalkfallung ge- 
wonnenen Zersetzungsfliissigkeiten von 2 Ansiitzen, d.h. also 
das Material von 12 Kaninchen gemeinsam weiter verarbeitct), 
wird festgestellt, wieviel kaltgesiittigte Bleizuckerlésung zur 
vollstiindigen Ausfillung erforderlich ist, und etwa 10°/, mehr 
als die notwendige Menge auf einmal unter kriaftigem 
Umriihren der Flissigkeit hinzugefiigt. 

Der Bleizuckerniederschlag wird abgesaugt und mit kaltem 
Wasser auf der Nutsche sehr griindlich gewaschen. Er enthilt 
bei der geschilderten Art der Darstellung die Hauptmasse des 
Lactacidogens; der der Fillung entgangene Anteil kann mit 
Bleiessig und Ammoniak aus dem Filtrat ausgefallt werden, 
doch haben wir in unseren friiheren Versuchen auf die weitere 
Verarbeitung des Bleizuckerfiltrates verzichtet, da die Rein- 
darstellung des Lactacidogens aus ihm zunichst nicht so un- 
gestért wie jene aus dem Bleizuckerniederschlag verlief.') Der 
Bleizuckerniederschlag wird nach griindlichem Anriihren mit 
viel Wasser (die Suspensionsfliissigkeit betrug etwa 1 Liter) 
mit Schwefelwasserstoff im geschlossenen GefaB unter dauerndem 
Schiitteln zersetzt. Das nach der Abtrennung des Bleisulfids 
und Beseitigung des Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom 
erhaltene Filtrat wird in der gleichen Weise wie das erste 
Mal mit gesiittigter Bleizuckerlésung ausgefallt; auch die Be- 


1) Die Gewinnung des Lactacidogens aus dem Filtrat der Blei- 
zuckerfillung wird weiter unten S, 122 beschrieben. 


[ Sonera So 
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handlung des Niederschlages vollzieht sich ebenso wie bei der 
ersten Bleizuckerfillung.’) 

Aus der nach der Durchliiftung erhaltenen schwefelwasser- 
stoffreien, mindestens 1 Liter betragenden stark sauren Fliissig- 
keit wird nunmehr die Phosphorsiure durch die gerade not- 
wendige Menge Barytwasser vollkommen ausgefillt. Hierbei 
gehen wir in der Art vor, daB zuniichst so viel Baryt zugesetzt 
wird, dai Kongopapier zwar nicht mehr gebliut, blaues 
Lackmuspapier aber noch stark gerétet wird. Der dabei ge- 
bildete, wesentlich aus Bariumsulfat bestehende Niederschlag 
wird nunmehr zuniichst abgetrennt.’) 

Das keine Schwefelsiure mehr enthaltende Filtrat wird 
vorsichtig unter Kiihlung mit Leitungswasser oder Kis mit gerade 
so viel kaltem Barytwasser alkalisiert, daB eine Probe der vom 
entstehenden Niederschlag durch Zentrifugieren abgetrennten 
Flissigkeit mit dem Molybdinsiurestrychninreagens keine 
Triibung mehr gibt. Sofort wird von dem Bariumphosphat- 
niederschlag, der auch bei dem geschilderten vorsichtigen Vor- 
gehen stets etwas Lactacidogen und einen Teil der stickstoff- 
haltigen Phosphorverbindung enthalt, durch Absaugen auf 
sroBer Nutsche abgetrennt und das erhaltene klare, leicht 
gelblich gefirbte Filtrat mit so viel n/1-Schwefelsiure versetzt, 
daB weder Barium noch Schwefelsiure (oder Spuren von beiden) 
in Lésung bleiben. 

Das nach Abtrennen vom Bariumsulfat gewonnene, blaues 
Lackmuspapier stark rétende, Kongopapier nur schwach bliu- 
ende Filtrat (meist etwa 3 Liter) enthilt auBer dem Lactaci- 
dogen und der mehrfach erwahnten stickstoffhaltigen Saure 
meist noch ganz geringe Mengen von Salzsiiure, besonders dann, 
wenn fiir die Herstellung des Barytwassers nicht geniigend 
hiufig umkrystallisiertes Bariumhydroxyd verwendet wurde. 
Die Flissigkeit wird in mehreren groBen Vakuumkolben bei 





') Neuerdings verzichten wir auf die zweite Bleizuckerfiillung. 

7) Unterbleibt diese Abtrennung, so geht durch Adsorption ein 
groBer Teil des Lactacidogens und auch der stickstoffhaltigen orga- 
nischen Phosphorséureverbindung in den beim Alkalisieren der Fliissig- 
keit mit Barytwasser entstehenden Niederschlag. 
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einer 38—40° nicht iibersteigenden Temperatur des Heiz- 
wassers so rasch wie mdglich bis auf ein Gesamtvolumen von 
etwa 50—75 ccm eingeengt. 

Nunmehr wird die, wenn nétig filtrierte Fliissigkeit mit 
so viel Aceton versetzt, daB nach dem Umschwenken eine deut- 
liche Triibung bestehen bleibt, wozu ein mehrfaches Volumen 
von Aceton notwendig ist. Beim Stehen im EKisschrank scheidet 
sich eine schén krystallisierende Substanz aus, das mehrfach 
erwihnte Mononucleotid. Die weitere Krystallisation wird 
durch vorsichtigen weiteren Acetonzusatz begiinstigt. Nach 
etwa 12stiindigem oder auch noch lingerem Stehen im Kis- 
schrank werden die Krystalle auf der Nutsche abgetrennt und 
Filtrat und Waschaceton vereinigt. 

Ganz vollstindig gelingt die Ausfillung des Mononucleotids 
durch Aceton nicht, was sich durch den positiven Ausfall der 
Orcinreaktion auf Pentosen zeigen l4Bt. Zur vdélligen Ab- 
trennung des Mononucleotids wird zunichst im Vakuumkolben 
bei einer 35° nicht iibersteigenden Temperatur des Heizwassers 
das Aceton entfernt, die verbleibende wiBrige Loésung (etwa 
30—50 ccm) durch Filtration geklirt und mit der gerade not- 
wendigen Menge — wenigen ccm — einer Phosphorwolfram- 
siurelésung, welche in 100 ccm 12'/,°/,iger Schwefelsiure 
20 g Phosphorwolframsiure enthilt, genau ausgefillt. Schwicher 
schwefelsiurehaltige Phosphorwolframsiurelésungen fiihren zu 
einer weniger vollstandigen Ausfallung. Bleibt diese Fallung 
tiber Nacht im Eisschrank stehen, so findet sich die Nuclein- 
siure so gut wie quantitativ im Niederschlag, waihrend das 
Lactacidogen nicht mitgefallt wird. 

Die Fliissigkeit wird vom Phosphorwolframat des Mono- 
nucleotids durch scharfes Zentrifugieren getrennt, nachfolgendes 
Filtrieren durch dichte Filter fiihrt zu vélliger Klirung. Der 
Niederschlag wird einmal, nicht 6dfter, mit geringen Mengen 
von 5°/, iger Schwefelsiure auf der Zentrifuge gewaschen und 
die Waschfliissigkeit mit dem Filtrat vereinigt. 

Vor der Entfernung der Schwefelsiure und der Phosphor- 
wolframsiure wird die Fliissigkeit nunmehr wieder auf 1000 bis 
1200 ccm verdiinnt und alsdann mit so viel heiB gesittigtem 
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Barytwasser unter Vermeidung jeder stiirkeren Krwirmung ver- 
setzt, daB Kongopapier nicht mehr gebliut, blaues Lackmus- 
papier aber stark gerétet wird. Der Bariumsulfatniederschlag 
wird abgetrennt (s. FuBnote 2, 8.119), und das klare Filtrat 
bis zur volligen Entfernung der Phosphorwolframsiiure mit 
Barytwasser versetzt. Das durch scharfes Absaugen auf groBer 
Nutsche ohne Nachwaschen gewonnene alkalische Filtrat wird 
so rasch wie moéglich mit der gerade notwendigen Menge n/1- 
Schwefelsiure von Barium befreit. 

Die gegen Kongo schwach, gegen Lackmus stark saure 
Fliissigkeit, welche auBer dem Lactacidogen noch geringe 
Mengen (meist nur Spuren) von Salzsiure enthilt, wird mit 
heiBer methylalkoholischer Brucinlésung so lange versetzt, bis 
empfindliches blaues Lackmuspapier kaum noch gerétet wird. 
Die hierfiir erforderliche Brucinmenge betrigt bei gleichzeitiger 
Verarbeitung der Muskelextrakte von 12 Kaninchen etwa 5—8 g, 
bei Vermeidung der zweiten Bleizuckerfillung (siehe oben S. 119, 
FuBnote 1) kann sie wesentlich gréBer sein. Die mit Brucin 
neutralisierte Lésung wird im Vakuum (Temperatur des Heiz- 
wassers nicht iiber 40°) auf etwa 50 ccm eingeengt. Erst 
gegen Ende der Kinengung beginnt am Rande der Fliissigkeit 
die Ausscheidung von krystallisiertem Brucinsalz, das durch 
Umschwenken, wenn noétig unter Zusatz von etwas Wasser, 
wieder in Lésung gebracht wird. 

Die durch Filtrieren vollig geklirte Fliissigkeit wird nun- 
mehr mit so viel Aceton versetzt, daB eine bleibende milchige 
Triibung bestehen bleibt. Rasch beginnt eine reichliche Kry- 
stallisation, die bei 1—2tigigem Stehen im Eisschrank immer 
mehr zunimmt und durch vorsichtigen nachtriglichen Zusatz 
von Aceton vervollstindigt werden kann. Die ausgeschiedenen 
Krystalle werden erst dann durch Absaugen isoliert, wenn 
Zusatz von Aceton zu einer Probe der klaren iiberstehenden 
Fliissigkeit keine deutliche sofortige Triibung mehr hervorruft. 
Die auf der Nutsche zunachst mit 80°/,igem, dann mit reinem 
Aceton gewaschenen Krystalle sind von vornherein frei von 
Brucinchlorid, das in der in Frage kommenden Acetonkonzen- 
tration leicht léslich ist. 
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Hier sei auch die Darstellung des Brucinsalzes des Lact- 
acidogens aus den Filtraten der Bleizuckerfaillung beschrieben. 
Diese werden zunichst mit Bleiessig und Ammoniak voll- 
kommen ausgefillt. Die Menge der faillbaren Substanz ist 
hierbei in hohem Ma8e von der Art der vorangegangenen 
Bleizuckerfallung abhingig. Auch die Hexosemonophosphor- 
siure des Muskels ist, wenigstens aus irgend verdiinnten 
Lésungen, in reinem Zustande mit Bleizucker nicht fallbar, 
sondern ihr Bleisalz wird nur — sicher wohl durch Adsorption — 
in den Bleiphosphatniederschlag mitgerissen. Es_ erscheint 
daher als verstindlich, daB nicht nur die Menge der zuge- 
setzten Bleizuckerlésung, sondern auch die Art ihres Zu- 
satzes fiir den Grad der Vollstindigkeit dieser Ausfallung 
bedeutungsvoll ist. Am meisten Hexosemonophosphorsiure 
geht nach unseren Erfahrungen dann in den Bleizuckernieder- 
schlag hinein, wenn unter kraftigstem Umriihren der zu fial- 
lenden Fiissigkeit etwa 10°/, mehr gesattigte Bleizuckerlésung 
als zu vollstiindiger Fallung notwendig ist, in einem GuB zu- 
gesetzt wird. Niemals wird freilich die gesamte Hexosemono- 
phosphorsiiure mitgefallt, so daB mit der eben erwihnten 
Bleiessig—Ammoniakfiallung auBer anderen Kohlehydraten stets 
gewisse Mengen Lactacidogen zur Ausfallung gelangen. 

Der Bleiessig—Ammoniakniederschlag wird nach griind- 
lichem Waschen mit kaltem Wasser in etwa 100—200 ccm 
Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff im geschlos- 
senen GefiB zersetzt. Nach Entfernung des Bleisulfids und 
des Schwefelwasserstoffs wird die Fliissigkeit, die nur ganz 
geringe Spuren anorganischer Phosphorsiure enthalt, mit der 
gerade notwendigen Menge 20°/,iger Phosphorwolframsiure- 
lésung in 121/,°/,iger Schwefelsiiure ausgefallt, wobei auBer 
geringfiigigen Mengen des mehrfach erwaihnten Nucleotids an- 
scheinend auch andere, die weitere Darstellung stérende Sub- 
stanzen entfernt werden. Der Phosphorwolframsaurenieder- 
schlag wird nach mebhrstiindigem Stehen der Fliissigkeit im 
Eisschrank durch Zentrifugieren und Filtration entfernt, einmal 
mit verdiinnter Schwefelsiure auf der Zentrifuge gewaschen, 
und die klare Waschfliissigkeit dem Filtrat zugefiigt. Nunmehr 
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wird die Fliissigkeit auf etwa 500 ccm, bei sehr hohem Gehalt 
an Hexosemonophosphorsiure auf mehr, verdiinnt und mit der 
zur volligen Entfernung der Schwefelsiure und Phosphor- 
wolframsiiure notwendigen Barytmenge versetzt. Hierbei wird, 
wie oben beschrieben, das Bariumsulfat aus der noch sauren 
Flissigkeit entfernt. Die weitere Darstellung (genaue Ent- 
fernung des Baryts mit Schwefelsiiure, Uberfiihrung in das 
Brucinsalz) vollzieht sich ganz in der oben S. 121 beschriebenen 
Weise. 

Das aus der Bleizucker- oder der Bleiessig—Ammoniak- 
fillung gewonnene Brucinsalz wird zunichst im Vakuum- 
exsiccator tiber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet, wobei 
die Hauptmenge des anhaftenden Acetons durch geniigend 
lange fortgesetztes Evakuieren mit der Giideschen Olpumpe 
rasch beseitigt wird. Auch nach langem Stehen iiber konzen- 
trierter Schwefelsiiure im hochevakuierten Exsiccator verliert 
dies Brucinsalz im Gegensatz zu dem friiher beschriebenen der 
Hexosediphosphorsiiure sein Krystallwasser nicht vollstindig. 

Die Ausbeute an nicht umkrystallisiertem, aus der Mus- 
kulatur von 12 Kaninchen gewonnenem Brucinsalz betrug bei 
dem geschilderten, sicherlich sehr verlustreichen Arbeitsgang 
meist etwa 5g, in neueren Darstellungen mit nur einmaliger 
Bleizuckerfillung stieg sie erheblich (bis auf nahezu 11 g). 
Diese Zahlen beziehen sich nur auf das aus der Bleizucker- 
fillung gewonnene Brucinsalz. Zur Reinigung wird das Brucin- 
salz in etwa der 10fachen Menge destillierten Wassers gelist, 
das voriibergehend bis auf héchstens 40° erwirmt wird. Nach 
der Filtration wird diese Lésung wiederum mit Aceton in der 
eben geschilderten Weise versetzt. Die nach dem zu nur ge- 
ringen Verlusten fiihrenden Umkrystallisieren gewonnene und 
wiederum im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
siiure vorgetrocknete Substanz gibt ihr Krystallwasser voll- 
stiindig durch mehrstiindiges Trocknen im Hochvakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei der Temperatur des siedenden Athyl- 
alkohols ab. Hierbei tritt bald eine mit der Dauer der Trock- 
nung zunehmende leichte Gelbfarbung der Substanz auf und 
gleichzeitig auch ein caramelartiger Geruch. Die Gelbfarbung 
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blieb aus, als die Substanz zweimal in der eben geschil- 
derten Weise umkrystallisiert worden war. 

Das gerade nur bis zur Gewichtskonstanz getrocknete 
Brucinsalz schmilzt nach einmaligem Umkrystallisieren bei 
nicht zu langsamem Erhitzen bei etwa 125—126° (unkorrigiert), 
nachdem es bei 117—120° zu sintern begonnen hatte. Wieder- 
holung des Umkrystallisierens in der eben geschilderten Weise 
fiihrte zu Praparaten, die zwar auch schon bei etwa 120° zu 
sintern begannen, aber beim weiteren Erhitzen nur allmahlich 
erweichten, ohne daf sich ein scharfer Schmelzpunkt feststellen 
lieB. Erst bei etwa 145° war die Verfliissigung vollstindig. 
An einer gréBeren Anzahl von derartig gewonnenen Brucin- 
salzen verschiedener Darstellung wurden Phosphorbestimmungen 
vorgenommen, deren Ergebnisse stets nahe miteinander iiber- 
einstimmten. Wir geben fiir diese Analysen zunichst nur 
2 Beispiele. 

Gefunden: 

Versuch 22 P = 2,95°/, 
se 27 P = 2,97°/,: 


berechnet fiir hexosemonophosphorsaures Brucin: 


P = 2,96 °9, 
berechnet fiir hexosediphosphorsaures Brucin: 
P = 8,21°%,. 


Die Bestimmung des Kohlenstotfs, des Wasserstoffs und 
des Stickstoffs im Brucinsalz machte zunichst auch in den 
Hinden sehr geiibter Analytiker Schwierigkeiten. SchlieBlich 
wurden an einem im Hochvakuum bei 78° iiber Phosphor- 
pentoxyd getrockneten, mehrfach umkrystallisierten Praparat 
folgende Analysenwerte gewonnen: 


1. Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen. 


I. 4,306 mg Substanz lieferten mit feinem Kupferoxyd vermischt und 
einem starken Zusatz von Kaliumchlorat 9,380 mg CO, und 2,46 mg H,0. 
II. 4,650 mg Substanz lieferten 10,180 mg CO, und 2,68 mg H,0. 


2. Stickstoffbestimmung. 


2,866 mg Substanz lieferten 0,147 cem N, gemessen bei 20° und 
736 mm Barometerstand. 





Uber die Chemie des Lactacidogens. 125 


3. Phosphorbestimmung. 


0,0973 g Substanz wurden mit 1 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure und Perhydrol verascht, die Aschenlésung auf 150 ccm auf- 
gefiillt. In dreimal je 40 com wurde die Phosphorsiure bestimmt. 
Gewogene Mengen Strychninphosphomolybdat iiberall 0,0681 g. 


Gefunden: 
I. 59,41°/, C 6,39°/, H 5,79°/o N 2,94°/, P 
II. 59,41 6,45 il _ 


Berechuet fiir das neutrale Brucinsalz der Hexosemonophosphor- 
siure C,,.H,;N,0,,P; Molekulargewicht = 1048,6: 
59,51% C 625%, H 5,34°/, N  2,96°/, P 


Wir haben ferner das Brucinsalz in das Bariumsalz iiber- 
gefiihrt. Hierbei gingen wir in der Art vor, daB wir eine in 
dem zehnfachen Volumen voriibergehend auf 40° erwiirmten 
Wasser geliéste Brucinsalzmenge mit einer iibersittigten Lésung 
von Bariumacetat in 80°/,igem Methylalkohol versetzten.’) 
Das Bariumsalz des Lactacidogens fiel als voluminéser, amorpher 
Niederschlag aus. Es wurde so lange Bariumacetat und reiner 
Methylalkohol hinzugefiigt, bis eine durch Zentrifugieren ge- 
wonnene klare Probe weder auf geringen Zusatz von methyl- 
alkoholischer Bariumacetatlésung noch auf stirkeren von reinem 
Methylalkohol eine sofortige Triibung zeigte. 

Das Bariumsalz wurde schon nach kurzem Stehen ab- 
gesaugt und zunichst mit 80°/,igem, dann mit reinem Methyl- 
alkohol griindlich gewaschen. Zur Beseitigung der noch an- 
haftenden geringen Spuren von Brucin und zur weiteren Rei- 
nigung wurde es in der Reibschale in wenig kaltem Wasser 
gelést. (Bei der ersten — bisweilen auch noch bei der zweiten 
— Lésung hinterblieb hierbei ein geringfiigiger, meist gelblich 
gefirbter Riickstand, der wiederholt eine starke Kisenreaktion 
und in einem Falle auch eine deutliche Phosphorsiurereaktion 
mit dem empfindlichen Molybdiinsiiure—Strychninreagens gab.) 
Die Lésung wurde so lange mit Methylalkohol versetzt, bis eine 





1) Die Lésung wurde so hergestellt, daB zu 20 cem einer 5 g Barium- 
acetat enthaltenden wibrigen Lisung 80 cem Methylalkohol hinzugefiigt 
wurden; die Ausscheidung von Bariumacetat aus dieser Lésung pflegt 
erst nach vielen Minuten zu beginnen. 
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klare Fliissigkeitsprobe durch weiteren Methylalkoholzusatz 
nicht sofort getriibt wurde. Die Umfillung des Bariumsalzes, 
das in Wasser leicht léslich ist!), wurde in der geschilderten 
Weise noch ein- bis zweimal wiederholt, und die so gewonnene 
Substanz im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet, wobei 
sie die letzten Wasserspuren nur unvollstindig verliert. Voll- 
stiindige Trocknung wurde im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei der Temperatur des siedenden Athylalkohols 
erreicht. Hierbei tritt allmaihlich zunehmende Gelbfarbung auf. 

Das zur Konstanz getrocknete, leicht gelb gefarbte Barium- 
salz, das beim Auflésen in Wasser deutlichen Karamelgeruch 
zeigte, wurde analysiert. Ks wurde namentlich eine gréBere 
Anzahl yon Barium- und Phosphorbestimmungen ausgefiihrt. 
Nur einige Analysenbeispiele seien hier wiedergegeben. 

1. (Bariumsalz aus Versuch 29.) 0,1774¢ Bariumsalz gaben 
0,1055 g Bariumsulfat. Filtrat und Waschwasser vom Barium- 
sulfat wurden auf 300 ccm aufgefiillt, je 20 ccm der Fliissigkeit 
nach Veraschung mit je 1 ccm konzentrierter Schwefelsiure 
unter Zusatz von Perhydrol zur Phosphorbestimmung verwandt. 
Gewogene Mengen Strychnin—Phosphomolybdat. 


Best. I: 0,0833 g Best. II: 0,0830 g 
Gefunden: 
(Best. I) —34,99°/, Ba 7,89 /, P 
(Best. IT) — 7,86 
Berechnet fiir hexosemonophosphorsaures Barium. 
C,H,,0,PBa = 395,53  34,74°/, Ba 7,85°/, P. 


2. Bariumsalz aus den vereinigten Brucinsalzen der Ver- 
suche 28 und 29. 

An diesem Priiparat wurden auBer den Ba- und P-Be- 
stimmungen auch O- und H-Bestimmungen vorgenommen. 

Die Ergebnisse dieser Analyse waren folgende: 

Barium- und Phosphorbestimmungen. 0,2414 g 
trockenes Bariumsalz gaben 0,1416 g Bariumsulfat. Das Fil- 
trat vom Bariumsulfat wurde auf 300 ccm aufgefiillt und 2mal 


1) Auch hochkonzentrierte Lisungen des Bariumsalzes in kaltem 
Wasser triiben sich im Gegensatz zum Verhalten des auch in der Kilte 
weit schwerer léslichen Bariumhexosediphosphats beim Erwiirmen nicht. 
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je 15 ccm mit konzentrierter Schwefelsiure und Perhydrol ver- 
ascht. Gewogene Mengen Strychnin—Phosphomolybdat in beiden 
Bestimmungen iibereinstimmend 0,0830 g. 


Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen. 

I. 0,1100 g Substanz gaben bei der Elementaranalyse 0,0707 g CO, 
und 0,0246 g H,O. 

If. 0,1223 g Substanz gaben 0,0785 g CO, und 0,0281 g H,0O.') 

Der unverbrennliche Riickstand betrug in Bestimmung I 
0,0624 g, in Bestimmung II 0,0685 g. 


Gefunden: unverbrennlicher 
Riickstand 
34,529), Ba —-7,71°/, P —-17,53°/, C —-2,50°/, H —_—-56,73°/, Ba,P,O, 
ae 7,71 17,51 2,57 56,01 
Berechnet: 


34,74°/, Ba = 7,85°/) P  =—-:18,21°/, © ~— 2,80°/, H —-56,74°/, Ba,P,O, 


3. Bariumsalz aus Versuch 40. Aus 12 ¢ 2mal um- 
krystallisiertem Brucinsalz wurde das Bariumsalz gewonnen und 
3mal umgefallt. Ausbeute an exsiccatortrockenem Bariumsalz 
3,36 g. Das in der oben geschilderten Weise zur Gewichts- 
konstanz getrocknete Praparat gab folgende Analysenwerte: 
0,1344 g Substanz lieferten 0,0796 g Bariumsulfat. Das Filtrat 
vom Bariumsulfat wurde auf 300 ccm aufgefiillt und 2mal je 
20 ccm dieser Fliissigkeit verascht. Gewogene Mengen Strychnin- 
Phosphomolybdat 

I. 0,0622 g IL. 0,0625 g. 

Bei der Mikroelementaranalyse wurden folgende Werte 
erhalten: 

I. 5,069 mg Substanz lieferten 3,420 mg CO, und 1,61 mg H,0O. 


II. 4,549 mg “ ‘s 3,070 mg CO, und 1,49 mg H,0O. 
Gefunden: 
34,859), Ba 7,789, P 18,40°%, C —-3,55%, H 
a 7,82 18,41 3.67 
Berechnet: 


34,749), Ba 7,85", P 18,21", ©  —- 2,80°/, H 
In zwei weiteren Analysen derselben Substanz, in welchen 


*) Herrn Professor Dr. Borsche sind wir fir die Ausfiihrung dieser 
Analysen zu gréBtem Danke verpflichtet. 
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der Kohlenstoffgehalt etwas zu niedrig gefunden wurde (17,27°/,; 
17,45°/,) ergaben sich dem berechneten Wert weit mehr als 
in den obenstehenden Analysen angeniherte Wasserstof{werte. 
(3,16°/,; 3,09°/,). Der zu hohe Wasserstoffgehalt in den ersten 
beiden Bestimmungen diirfte daher sicherlich nur auf die ver- 
wickelte Technik der Analyse der schwer verbrennlichen Sub- 
stanz zuriickzufiihren sein. 

Wie man sieht, stimmen die Analysenzahlen mit den fiir 
hexosemonophosphorsaures Barium berechneten iiberein, und es 
kann sonach keinem Zweifel unterliegen, daB das von uns 
aus lebensfrischer Muskulatur gewonnene Lactacidogen nichts 
anderes als Hexosemonophosphorsiure ist. 

Das aus der Bleiessig—Ammoniakfillung gewonnene Brucin- 
salz ist nach der erstmaligen Fiillung mit Aceton im Gegen- 
satz zu dem aus der Bleizuckerfillung gewonnenen gelb gefirbt, 
kann aber durch Umkrystallisation leicht gereinigt werden. 
Ein so gewonnenes trockenes Brucinsalz lieferte bei der P-Be- 
stimmung folgendes Ergebnis: 

0,1161 g wurden mit 1 ccm Schwefelsiure und Perhydrol 
verascht. Die Aschenlésung wurde auf 150 ccm aufgefillt und 
3mal je 40 com mit Strychninmolybdansiure gefillt. Gewogene 
Niederschlagsmengen: J. und II. 0,0825 g, III. 0,0824 ¢. Ge- 
fundener P-Gehalt: I. und II. 2,99°/,, III. 2,98°/,. Fiir hexose- 
monophosphorsaures Brucin berechneter P-Gehalt: 2,96°/,. 

Von dem zur Analyse verwandten Bariumsalz aus Ver- 
such 40 wurden ohne vorherige Trocknung bei erhéhter Tem- 
peratur 2,2 g in méglichst wenig kaltem Wasser geldést, und eine 
ganz geringfiigige Triibung durch Filtration entfernt. Aus dieser 
Lésung wurde das Barium mit Schwefelsiure so genau wie még- 
lich beseitigt. Die Lésung gab bei langerem Stehen sowohl mit 
Schwefelsiiure wie mit Bariumchlorid eine ganz feine Tribung. 
Sie enthielt keine mit dem iiberaus empfindlichen Strychnin— 
Molybdinsiurereagens nachweisbare anorganische Phosphorsaure. 

10 ccm dieser reinen Lactacidogenlésung wurden auf 150 ccm 
verdiinnt und in 3mal je 5 ccm der so erhaltenen Fliissigkeit 
nach Veraschung die Phosphorséure bestimmt. Es wurden in 
den 3 Analysen iibereinstimmend 0,0812 g Strychnin—Phospho- 
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molybdat gewogen. Hieraus berechnet sich fiir die unverdiinnte 
Lisung ein Hexosemonophosphorsiuregehalt von 2,287°/,. Die 
unverdiinnte Lésung wurde bei einer Temperatur von 20° im 
4-dm-Rohr polarimetrisch untersucht. 


Beobachtete Drehung: « =+ 2,70° (+ 0,02°). Daraus 
berechnete spezifische Drehung: [@]>, = + 29,51°. An mehreren 
Praiparaten wurde bei wesentlich abweichenden Konzentrationen 
die spezifische Drehung von sehr ahnlicher Grobe gefunden." 
*) In einigen neuerlich verdffentlichten Untersuchungen kommen 
Brugsch und Horsters (Diese Zs. Bd. 157, S. 186—191 [1926]) zu dem 
Ergebnis, da8 das Lactacidogen nicht mit dem Hexosephosphat der Hefe- 
giirung identisch ist. Wir stimmen mit diesen Autoren insofern iiberein, 
als die von uns urspriinglich als Lactacidogen bezeichnete Substanz sich 
nunmehr als Hexosemonophosphorsiiure herausgestellt hat, also nicht mit 
der bei der Hefegiirung gebildeten und bei der Einwirkung von Natrium- 
fluorid auf MuskelpreBsaft entstehenden Hexosediphosphorsiure identisch 
ist. Freilich méchten wir mit aller Bestimmtheit die Anschauung duBern, 
daB sich in den von Brugsch und Horsters gewonnenen Muskel- 
extrakten tiberhaupt keine Hexosephosphorsiure befand. Nicht anders 
ist jedenfalls ihre Angabe zu erkliiren, daB die Muskelhexosediphosphor- 
siure, welche sie zwar nicht isolierten, der sie aber den Namen Myo- 
phosphat gaben, ,,kein Osazon bildet, wenigstens nicht ungespalten“. 
Wenn sie ferner feststellen zu kénnen glauben, daB die von ihnen Myo- 
phosphat genannte Substanz die Ebene des polarisierten Lichtes nach 
links dreht, um erst nach Siurespaltung rechtsdrehende Eigenschaften 
anzunehmen, so geht daraus mit einer an Sicherheit grenzenden Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daB die Drehung, welche Brugsch und Horsters 
beobachteten, auf ein Mononucleotid zuriickzufiihren war, dessen Vor- 
kommen wir schon vor vielen Jahren wahrscheinlich machten, und das 
in der auf diese folgenden Arbeit voéllig identifiziert wird. Hier wird 
auch gezeigt, daB das in Frage kommende Mononucleotid in ungespal- 
tenem Zustand nach links dreht und daB nach Hydrolyse mit Schwefel- 
siure diese Linksdrehung unter Auftreten von reduzierenden Eigen- 
schaften in Rechtsdrehung iibergeht. Das gleiche Verhalten konnte 
schon vor lingerer Zeit von Embden und Laquer (diese Zs. Bd. 93, 
S. 103 |1914]) fiir Muskelextrakte gezeigt werden, welche Lactacidogen 
und Nucleinsiiure nebeneinander enthielten. Wir fiihlen uns zu dieser 
Auffassung um so berechtigter, als Brugsch und Horsters sich bei 
ihren Versuchen im wesentlichen des von uns in der mehrfach erwihnten 
4, Mitteilung iiber die Chemie des Lactacidogens geschilderten Verfahrens 
bedienten, und in der in Frage kommenden Fraktion das genannte Nu- 
cleotid tatsiichlich vorhanden sein mu8te. Wenn, wie erwihnt, das Lact- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIL. 9 








130 Gustav Embden und Margarete Zimmermann, 


Die Hexosemonophosphorsaure des Muskels ist weder mit 
der von Neuberg!) durch Spaltung aus Hexosediphosphorsiure 
gewonnenen Hexosemonophosphorsiure, noch mit der nach 
Robison?) bei der Hefegirung auftretenden identisch. Sie 
unterscheidet sich von der Neubergschen Substanz schon 
durch den niedrigeren Schmelzpunkt ihres Brucinsalzes, von 
der Hefehexosemonophosphorsaure dadurch, daB die letztere 
ein Osazon bildet, welches mit dem aus Hefehexosediphos- 
phorsiure und auch aus Lactacidogen gewonnenen nicht 
identisch ist. 

Robison hat tibrigens hervorgehoben, daB méglicherweise 
die von ihm gewonnene Hexosemonophosphorsiure ein Gemenge 
verschiedener Isomerer ist, und auch bei der Darstellung der 
Hexosemonophosphorséure nach Neuberg kénnte es vielleicht 
zu sterischen Anderungen kommen. 

Die Verschiedenheit der Hexosemonophosphorsiure des 
Muskels — des Lactacidogens — von den beiden eben ge- 
nannten Hexosemonophosphorsiuren geht ferner aus den von 
uns mittels der Hypojoditmethode nach Willstatter-Schudel 
gewonnenen Werten hervor. Genau 2 ccm der gleichen Lésung, 
die zur Bestimmung der spezifischen Drehung verwendet wurde, 
wurden mit 20,00 ccm einer annihernd n/10-Jodlésung (Verbrauch 
einer genau n/10-Thiosulfatlésung fiir 20,00 com = 19,95 ccm) 
und mit 18,0 ccm n/10-NaOH zur Bestimmung der durch Hypo- 
jodit oxydierbaren Zuckermenge versetzt. Nach 20 Minuten 
wurde mit 18 ccm 0,6°/,iger Schwefelsiure angesiuert, und 
das unverbraucht gebliebene Jod titrimetrisch bestimmt. 

Bei zwei derartigen Bestimmungen waren in | 3,32 ccm, 
in IL 3,25 cem n/10-Jodlésung verbraucht worden, was den 


acidogen, d.h. die rechtsdrehende, Milchsiure und Phosphorsiure bil- 
dende Substanz von Brugsch und Horsters in ihren Muskelextrakten 
nicht aufgefunden werden konnte, so laBt sich der Grund dafir nicht 
mit Sicherheit angeben. Bei der Schnelligkeit, mit der das Lactacidogen 
der postmortalen fermentativen Spaltung anheimfallt, liegt es wohl am 
nichsten, an eine solche zu denken. 


1) C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 88, S. 432 (1918). 
2) R. Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, S. 809 (1922). 
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gleichen Mengen n/20-Aldoselésung entspricht, demnach wurden 
in Bestimmung I. 29,88 mg Aldose, in Bestimmung II 29,25 mg 
Aldose gefunden. Auf Grund der oben wiedergegebenen Er- 
gebnisse der P-Bestimmung an der verwandten, von anorga- 
nischer Phosphorsiiure véllig freien Lésung berechnet sich ein 
Hexosegehalt von 1,583°/,, in 2 ccm waren also 31,66 mg 
Hexose vorhanden, von denen in Bestimmurz I 29,88, in Be- 
stimmung If 29,25 mg nach dem Willstitter-Schudelschen 
Hypojoditverfahren titrierbar waren. Unter Zugrundelegung 
des in Bestimmung I erhaltenen Wertes waren von der ge- 
samten vorhandenen Zuckermenge 94,4°/, bei Annahme des 
Wertes aus Bestimmung II 92,4°/, mit Hypojodit titrierbar. 
Die an der Hexosemonophosphorsaure des Muskels, dem Lact- 
acidogen, gewonnenen Aldehydzuckerwerte sind also wesentlich 
héher als jene, die Meyerhof!) fiir die Robisonsche Hexose- 
monophosphorsiure erhielt (66°/,). Noch weit niedriger waren 
die Werte, die der gleiche Autor an Hexosemonophosphorsiure 
fand, die durch Hydrolyse von Garungshexosediphosphorsiure 
gewonnen war (18°/,). 

Das biologische Verhalten der aus der Muskulatur iso- 
lierten Hexosemonophosphorsiure bildet den Gegenstand be- 
sonderer Untersuchungen, iiber die demnachst in dieser Zeit- 
schrift berichtet werden soll. Hier sei nur soviel hervorgehoben, 
daB zum PreSsaft aus Hundemuskulatur zugefiigtes Natriumsalz 
der reinen Hexosemonophosphorsiure den Umfang der Milch- 
siure- und Phosphorsiurebildung zu steigern vermag, wodurch 
der Lactacidogencharakter der von uns isolierten Substanz 
endgiltig erwiesen ist. Unter der Kinwirkung von Fluorid 
wird dem PreBsaft aus Kaninchenmuskulatur zugesetztes Na- 
triumsalz der Muskelhexosemonophosphorsiiure in Hexosediphos- 
phorsiure umgewandelt, wie Krause in noch unverdéffentlichten 
Untersuchungen zeigen konnte, die er unter Leitung des einen 
von uns im Oktober 1926 anstellte.’) 





')O. Meyerhof und Lohmann, Naturwissenschaften Bd. 14, 
S. 1277 (1926). 
*) Fiir Hexosemonophosphorsiureester anderer Herkunft haben auch 


Meyerhof und Lohmann unterdessen den fermentativen Aufbau zu 
9* 
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In lingere Zeit zuriickliegenden Untersuchungen konnte 
dargetan werden, daB unter gewissen Bedingungen PreBsaft 
aus Hundemuskulatur meist annihernd iquimolekulare Mengen 
von Milchsiure und Phosphorsiure entstehen J&Bt.!) Dieses 
Verhalten wire leicht verstindlich, wenn dem Lactacidogen 
die Struktur einer Hexosediphosphorsiure zukiime, wihrend 
restlose Umwandlung des Kohlehydrats der Hexosemonophos- 
phorsiure in Milchsiiure doppelt soviel Milchsiure als Phos- 
phorsiure auftreten lassen miiBte. Wir méchten glauben, daB 
das Zuriickbleiben der entstandenen Milchsiure hinter dem 
theoretisch méglichen Wert darauf zuriickzufiihren ist, daB nicht 
die gesamte, bei der Spaltung der Hexosemonophosphorsiiure 
in ihrer Reaktionsform entstandene Hexosemenge in Milchsiure 
umgewandelt wurde, sondern zum Teil einer anderen Umwand- 
lung (in erster Linie wire hier an d-Glucose zu denken) anheim- 
fiel. Wir machen iibrigens darauf aufmerksam, daB gerade in 
den eben erwihnten friiheren Versuchen an besonders rasch 
und schonend behandelten PreBsiften wesentlich mehr Milch- 
siure als Phosphorsiure entstand, und die annihernde aqui- 
molekulare Bildung beider Saéuren zum Teil nur durch eine 
voriibergehende Siurebehandlung des PreBsaftes, die méglicher- 
weise eine gewisse Schidigung des Fermentsystems verursachte, 
herbeigefiihrt werden konnte. 

Die friiher unter bestimmten Bedingungen beobachtete 
Aquimolekularitit in der Bildung beider Siiuren war insofern 
bedeutungsvoll, als sie sich als heuristisches Prinzip bei der 
Aufklirung des intermediiren Kohlehydratstoffwechsels und des 
Chemismus der Muskelkontraktion bewaihrte. Die Unabhingig- 
keit des Ganges der Milchsiurebildung und der Phosphorsiaure- 
bildung voneinander darf uns aber nicht mehr wundernehmen, 
seitdem erkannt wurde, da’ auch im MuskelpreBsaft neben dem 


Hexosediphosphorsiure in enger Anlehnung an die von uns friither be- 
schriebenen Fluoridzusatzversuche gezeigt, und in der eben erwihnten 
Zuschrift an die Naturwissenschaften (Bd. 14, 8. 1277 [1926') ver- 
6ffentlicht. 

1) G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, 
S. 1 (1914). 
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Abbau von Kohlehydratphosphorsiureverbindungen auch noch 
ihr Aufbau sich vollziehen kann. 

Als sehr auffiallig erscheint die Tatsache, daB wir aus 
frischer Muskulatur lediglich Hexosemonophosphorsiure ge- 
winnen konnten, wihrend wir friiher aus dem Muskelprefsaft 
nach synthetischer Beseitigung des Hauptteils der anorganischen 
Phosphorsaéure unter der Einwirkung von Fluorionen Hexose- 
diphosphorsiiure erhielten, deren Darstellung aus Gemischen 
in Form ihres Brucinsalzes weitaus leichter gelingt als jene 
der Hexosemonophosphorsiure. Trotzdem irgend gréSere Mengen 
der Hexosediphosphorsaiure in der vorliegenden Untersuchung 
uns kaum hatten entgehen kénnen, erschien es doch als not- 
wendig, die Frage, ob neben der Hexosemonophosphorsiure 
auch in der frischen Muskulatur nicht doch Hexosediphosphor- 
siure vorkommt, einer besonderen Priifung zu unterziehen. 

Wir kamen nun mit Bestimmtheit zu dem Ergebnis, dai 
in der nach der Entfernung der anorganischen Phosphorsiure 
gewonnenen Liésung Hexosediphosphorsiure in irgend in Be- 
tracht kommenden Mengen sich nicht vorfindet. Bekanntlich 
entsteht auch bei Verwendung von Hexosediphosphorsiure die 
Osazonverbindung der Hexosemonophosphorsiure, wobei das 
eine der beiden Phosphorsiuremolekiile abgespalten wird. Ent- 
hielt also die von der Phosphorsiure befreite Lactacidogen- 
lésung neben der Hexosemonophosphorsiiure auch Hexosedi- 
phosphorsiiure, so muBte bei Einhaltung der gleichen Versuchs- 
bedingungen, die friiher zur Bildung von Osazon aus Hexose- 
diphosphorsaure gefiihrt hatten, anorganische Phosphorsiure 
abgespalten werden. 

Wir geben die Ausfiihrung eines solchen Versuches wieder. 
20 ccm einer stark reduzierenden Lactacidogenliésung, die frei 
war von anorganischer Phosphorsiure, aber noch das Mono- 
nucleotid enthielt, wurde mit so viel Natriumacetat versetzt, 
daB Kongopapier nicht mehr gebliut wurde, wahrend starke 
Rétung von blauem Lackmuspapier auftrat. Alsdann wurden 
1,5 g Phenylhydrazinchlorid hinzugefiigt. Beim Krwiairmen 
dieser Liésung im Wasserbad von 70° kam es bald zu inten- 
siver Gelbfairbung. Kurzes Abkiihlen der Fliissigkeit fihrte 
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zur Abscheidung eines gelbflockigen Niederschlages, der sich 
nach erneutem Verbringen in das Wasserbad nicht véllig liste 
und weiterhin in der Warme zunahm. Die Erwirmung wurde 
nach 40 Minuten abgebrochen, die Krystalle der Osazonver- 
bindung (0,02 g) unter Nachwaschen mit eisgekiihlter Phenyl- 
hydrazinlésung abgesaugt. Im Filtrat entstand auf Zusatz von 
Magnesiamixtur und Ammoniak weder sofort noch nach einigen 
Stunden eine Triibung, und der am nichsten Morgen in ge- 
ringer Menge gebildete gelbbraune Niederschlag gab an ver- 
diinnte Salpetersiure keine Spur von anorganischer Phosphor- 
siure ab. 

Hin in ganz &hnlicher Weise mit Hexosediphosphorsiiure 
angestellter Versuch fiihrte zur Bildung eines reichlichen Nie- 
derschlages mit Magnesiamixtur und Ammoniak. Dieser Nie- 
derschlag wurde nach einigen Stunden abfiltriert, mit eisgekiihltem 
ammoniakhaltigen Wasser griindlich gewaschen, in stark ver- 
diinnter Salpetersiure gelést und zur Entfernung anhaftender 
Phenylhydrazinreste nochmals mit Magnesiamixtur und Am- 
moniak gefallt. Der nunmehr annihernd farblose Niederschlag 
wurde nach mehrmaligem Waschen mit Ammoniakwasser erneut 
in verdiinnter Salpeterséure gelést. Kine Probe dieser Liésung 
gab mit Molybdansiure—Strychninlésung eine dichte Fiillung 
von phosphomolybdansaurem Strychnin. 

Hiernach konnte in der untersuchten, aus Muskulatur ge- 
wonnenen Lésung Hexosediphosphorsaure in irgend erheblicher 
Menge nicht vorhanden sein, und auch sonst haben sich An- 
haltspunkte fiir ihr Vorkommen neben der Hexosemonophosphor- 
siure nicht gewinnen lassen. 

Freilich lat sich die Méglichkeit nicht mit absoluter 
Sicherheit ausschlieBen, daB geringe Mengen von Hexosediphos- 
phorsiiure entweder bei den vielen fir die Isolierung des Lact- 
acidogens notwendigen Manipulationen verloren gingen, oder 
aber, daB trotz der iiberaus raschen Verarbeitung der Muskulatur 
durch fermentative Spaltung unmittelbar nach dem Tode des 
Tieres die Hexosediphosphorsaiure etwa unter Umwandlung in 
Hexosemonophosphorsiure abgebaut wurde. Irgendwelche po- 
sitive Anhaltspunkte dafiir sind aber nicht vorhanden. 
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Wenn in dem mit Fluorid versetzten MuskelpreBsaft, wie 
wir friiher zeigen konnten, reichliche Mengen von Hexosedi- 
phosphorsiure entstehen, von einer Substanz also, die wir in 
der frischen Muskulatur nicht nachweisen konnten, so miissen 
wir wohl annehmen, daB unter der Kinwirkung von Fluorionen 
im MuskelpreBsaft eine Kohlehydratphosphorsiureverbindung 
auftritt, die im Muskel nicht vorgebildet ist. Gewif wird es 
notwendig sein, auch weiterhin die Méglichkeit des Vorkommens 
der Hexosediphosphorsiure in der lebenden Muskulatur ex- 
perimentell zu verfolgen. Solange aber ein derartiger Nachweis 


nicht gegliickt ist, miissen wir uns an die T'atsache halten, 


daB auch bei denkbar rascher Verarbeitung frischer Muskulatur 
als Milchsiure und Phosphorsiure bildende Substanz bisher 
nur Hexosemonophosphorsiure, nicht aber Hexosediphosphor- 
siure gefunden werden konnte. 


Zusammenfassung. 


1. Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Unter- 
suchung besteht darin, dab aus lebensfrischer Kaninchenmus- 
kulatur mittels eines eingehend geschilderten Verfahrens sich 
das schén krystallisierende Brucinsalz einer Hexosemonophos- 
phorsiure gewinnen laB8t, die sich von den bisher bekannten 
Hexosemonophosphorsiiuren unterscheidet. Die Hexosemono- 
phosphorsdéure konnte als solche auBer durch Analyse des 
Brucinsalzes auch durch Analyse des aus dem Brucinsalz ge- 
gewonnenen amorphen Bariumsalzes identifiziert werden. 


2. Die Hexosemonophosphorsiure dreht die Ebene des 
polarisierten Lichtes nach rechts (spezifische Drehung = + 29,5°); 
sie zeigt, HundemuskelpreBsaft zugesetzt, das Verhalten des 
Lactacidogens, d.h. sie fiihrt unter geeigneten Versuchsbedin- 
gungen zu einer vermehrten Bildung von Milchséiure und Phos- 
phorsaure. 


3. Irgendwelche Anhaltspunkte fiir das Vorkommen von 
Hexosediphosphorsaure in der lebensfrischen Muskulatur konnten 
nicht gewonnen werden, was um so auffalliger ist, als in friiheren 
Versuchen gezeigt wurde, daB im MuskelprefSsaft durch fer- 
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mentative Synthese von Kohlehydrat und Phosphorsiure unter 
der Einwirkung von Natriumfluorid reichliche Mengen Hexose- 
diphosphorsiure entstehen. 

4, Da die aus dem Muskel isolierte Hexosemonophosphor- 
siiure von mehreren anderen, friiher dargestellten Hexosemono- 
phosphorséiuren verschieden und ihre chemische Struktur noch 
nicht geniigend bekannt ist, um sie an der Hand der in der 
Chemie iiblichen Nomenklatur eindeutig zu charakterisieren, 
méchten wir vorschlagen, einstweilen fiir sie die Bezeichnung 
Lactacidogen beizubehalten. 












































Uber die Bedeutung der Adenylsaure fiir die Muskelfunktion. 


I, Mitteilung: Das Vorkommen von Adenylsaure 
in der Skelettmuskulatur. 


Von 


Gustav Embden und Margarete Zimmermann. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Marz 1927.) 


Vor etwa 80 Jahren gewann Liebig') aus Muskelfleisch 
eine Substanz, die er als Inosinsiiure bezeichnete und die spiter 
durch Haiser, Neuberg und Brahn und namentlich durch 
Levene und Jacobs als ein Mononucleotid erkannt wurde, 
in welchem Hypoxanthin und Phosphorsiiure an d-Ribose ge- 
bunden sind. Ein genetischer Zusammenhang der Inosinsiiure 
mit der Adenosinphosphorsiure ist wohl éfters vermutet worden, 
wobei man sich vorstellte, daB die Inosinsiure aus Adenosin- 
phosphorsiure unter Desaminierung nach folgendem Reaktions- 
verlauf entstehen kénnte: 





Adenylsaure 


H,H H H H | 
} | | Gd | | 
+H,0,P—O0C—C—C—C-—-C——-N—C OH 





| /uct | f 

\ on on / HOC | 

‘ / N—C——N 
Inosinsaure 


1) Liebig, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 62, S. 317 (1847). 
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Der Beweis, daB die Inosinsiure des Muskels durch einen 
derartigen Vorgang entsteht, wurde aber bis jetzt noch nicht 
geliefert. 

Schon gelegentlich der ersten im hiesigen Institut vor- 
genommenen Versuche das Lactacidogen zu isolieren}), stieB 
man auf eine Substanz, deren Reindarstellung damals zwar 
noch nicht gelang, die aber in unreinem Zustand durch Aceton 
ausgefillt werden konnte. Neben einem reichlichen Gehalt an 
organisch gebundener Phosphorsiure enthielt sie anscheinend 
eine Pentosegruppe, was aus dem stark positiven Ausfall der 
Orcinreaktion gefolgert wurde. Als einziges stickstoffhaltiges 
Spaltungsprodukt konnte aus dem mit Aceton gefillten Kérper 
Adenin gewonnen werden. Schon damals wurde die Vermutung 
ausgesprochen, daB es sich um eine nucleinsiureartige Substanz 
handelte. Auch konnte festgestellt werden, daB sie ohne Hin- 
fluB auf die Milchsaéurebildung im Muskelprefsaft blieb und 
auch keine Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure 
herbeifiihrte. 

In der unmittelbar vorangehenden Arbeit haben wir be- 
reits mitgeteilt, daB aus den von Phosphorsiure befreiten, Lact- 
acidogen (Hexosemonophosphorsiaure) enthaltenden Flissigkeiten 
nach dem Kinengen mit demselben Fallungsmittel, das bereits 
in der gerade erwihnten langere Zeit zuriickliegenden Arbeit 
von Embden und Laquer Verwendung fand, eine schén kry- 
stallisierte, stickstoff- und phosphorsiurehaltige Substanz isoliert 
werden konnte, welche eine stark positive Orcinreaktion gab. 

Durch einfaches Umkrystallisieren aus heiem Wasser lieB 
sich die Substanz mit Leichtigkeit reinigen. Nach dem Trocknen 
im Vakuumexsiccator zeigte sie einen Schmelzpunkt von 195° 
(unkorr.). Dieser Schmelzpunkt sowie das Ergebnis der Analyse 
hieBen keinen Zweifel dariiber, daB die isolierte Substanz nichts 
anderes als Adenylsiure war. Die Substanz dreht die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links, nach Hydrolyse durch 
Kochen mit n-Schwefelsiure geht die Linksdrehung in Rechts- 
drehung iiber, ein Verhalten, das bereits von Embden und 


') Embden und Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 1083 (1914). 
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Laquer fiir nucleinsiurehaltige Lactacidogenlésungen fest- 
gestellt worden war. 

Die Ausbeute an Adenosinphosphorsiiure wird sicherlich 
sehr stark dadurch beeintriichtigt, da®& sie ahnlich wie das 
Lactacidogen in groBem Ausmafe an die zahlreichen bei ihrer 
Darstellung erzeugten Niederschlige adsorbiert wird. Trotzdem 
gewannen wir aus der jeweils verarbeiteten Muskulatur von 
12 Kaninchen unter Bedingungen, die keineswegs zur quan- 
titativen Abscheidung der Adenylsiure fiihren, nimlich durch 
Fallung mit Aceton, immerhin mehrere Gramme der Substanz. 

Auch aus der Phosphorwolframsaurefallung, die wir zur 
volligen Befreiung des Lactacidogens von der Nucleinsaure vor- 
nahmen, lieB sich unschwer reine Adenylsiure gewinnen. 

Handelte es sich fir uns urspriinglich nur um die Beseitigung 
einer dem Lactacidogen bei seiner Darstellung zih anhaftenden 
Verunreinigung, so ergab die weitere Verfolgung dieses Befundes, 
daB die Adenylsiure jenen Muskelbestandteilen zuzurechnen 
ist, deren Beteiligung am Chemismus der Muskeltitigkeit wir 
schon heute feststellen kénnen, und gerade die hohe physio- 
logische Bedeutung der Adenylsiure veranlaBt uns, ihre ur- 
spriinglich nur zufillige Isolierung aus der Muskulatur zum 
Gegenstand einer besonderen Mitteilung zu machen. 

Die Schicksale der Adenylsiure bei der Muskelarbeit bilden 
den Gegenstand von teils bereits zum AbschluB gelangten, 
teils noch im Gange befindlichen Untersuchungen’), die den 
von vornherein so wahrscheinlichen Zusammenhang der Adeny!l- 
siure und der Inosinsiiure zur Gewibheit machen.’) 


Analytische Belege 
Die durch Acetonfillung aus mehreren Darstellungen ge- 
wonnenen ungereinigten Priparate wurden durch zweimaliges 
Umkrystallisieren aus heifem Wasser gereinigt. Schmelzpunkt 
bei raschem Erhitzen 194° (unter Gasentwicklung). Die schon im 


Vakuumexsiccator vorgetrocknete Substanz wurde im Vakuum 

') G. Embden, Vortrag auf der Versammlung Deutscher Natur- 

forscher und Arzte, Diisseldorf 1926, Ronas Ber. Bd. 38, S. 157 (1927). 
*) Derselbe, Klinische Wochenschrift Jg. 6, Nr. 14, S. 628. 
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der Gideschen Olpumpe bei der Temperatur des siedenden 
Athylalkohols iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Nachtrigliche Trocknung bei héherer Temperatur 
fiihrt zu keinem weiteren Gewichtsverlust. 


1. Bestimmung von Kohlenstoff und Wasserstoff. 


Die Substanz wurde mit feinem Quarzsand und etwas 
Kaliumchlorat in einem Einschieberohr verbrannt. 


I. 5,015 mg Substanz gaben 6,42 mg CO, und 1,98 mg H,0. 
II. 5,319 mg . , 6,80 mg CO, und 2,04 mg H,0O. 


2. Bestimmung des Stickstoffs. 


0,1588 g Substanz wurden nach Kjeldahl verascht. Nach 
Abzug des in einer Kontrollbestimmung erhaltenen Leerwertes 
von 0,10 ccm wurden 22,75 ccm n/10-H,SO, gebunden. 


3. Phosphorbestimmung. 


0,0707 g der Substanz wurden mit 1 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure und etwas Perhydrol verascht, und die Aschen- 
lésung auf 150 ccm aufgefiillt. In dreimal je 20 ccm dieser 
Lésung wurde nach Neutralisation mit Ammoniak die Phosphor- 
siure als Strychnin—Phospho—Molybdat bestimmt. Gewogene 
Niederschlagsmengen: I. 0,0749 g, Il. 0,0748 g, III. 0,0749 g 
(zur Berechnung 0,0749 g). 


Gefunden: 
I. 34,99, C 4,429, H 20,079, N 8,90, P 
Il. 34,87 4,29 vo 0 


Berechnet fiir C,,H,,0O,N,P = 347,19: 
84,569, C 4,069, H 20,179, N 8,949, P. 























Untersuchungen tiber Protoplasma. III. 


Uber die EiweifSstoffe des Plasmodiums von Fuligo varians. 
Von 


Alexander Kiesel. 
(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1927.) 


In letzter Zeit ist das von J. Reinke eingeleitete Problem 
der chemischen Untersuchung des Protoplasmas, zu dem Plas- 
modien von Myxomyceten verwendet wurden, wieder neu be- 
lebt worden. Besondere Beachtung erwarb sich dabei das 
Plastin, dem die eminente Bedeutung der Grundsubstanz des 
Plasmas zugeschrieben wurde. 

Ganz unzweifelhaft war aber die mit diesem Namen von 
Reinke bezeichnete Substanz nicht einheitlich. Sie bildete 
zugleich ein in der Hand verschiedener Forscher stark vari- 
ierendes Gemisch verschiedenartig gebauter Kérper, in dem so- 
wohl Eiweifstofie, als auch Kohlehydrate eingeschlossen waren. 
Letzteres wurde schon bald nach dem Erscheinen der Unter- 
suchung von J. Reinke von O. Loew sichergestellt. }) 

J. Reinke stellte das Plastin durch aufeinanderfolgendes 
Extrahieren des Plasmodiums von Athalium septicum mit 
Ather, Alkohol, Wasser, verdiinnter Siure und verdiinnter Lauge 
dar. Der dabei zuriickbleibende Rest bildete eben das Plastin, 
welches 12°/, Stickstoff und 2,15°/, Phosphor enthielt. 

Die nach verschiedenartigem Extrahieren zuriickbleibende 
Restsubstanz der Plasmodien wurde auch in den vor kurzer 
Zeit verdffentlichten Arbeiten von W. Lepeschkin?’) und 





1) Botan. Zeitung 1884. 
*) Biochem. Zs. Bd. 171, 8. 126 (1926); Ber. bot. Gesellsch. Bd. 41, 
S.179 (1923). 
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N. Iwanow}) als Plastin bezeichnet. Das von ihnen erhaltene 
Plastin stellte jedoch ein bedeutend weniger gereinigtes Pri- 
parat und ein viel komplizierteres Gemisch vor, konnte also 
in keinem Falle dem Plastin von Reinke gleichkommen. 

Anders wurde die Restsubstanz der Plasmodien nach dem 
Extrahieren von A. Kiesel?) aufgefaBt, der die Bezeichnung 
,Plastin* in einem viel begrenzteren Sinne anwendete. Nach- 
dem es ihm gelang, den Nachweis zu erbringen, daB das nach 
Reinke dargestellte Plastin, oder die Restsubstanz der Plas- 
modien, ein Gemisch darstellt, in dem die Anwesenheit von 
Glykogen und einem nur schwer hydrolysablen Polysaccharid, 
dem sogenannten Myxoglucosan, leicht zu entdecken ist, wurde 
der historische Name Plastin ausschlieBlich auf die schwer 
in Lésung zu bringende albuminoidartige KiweiBsubstanz iiber- 
tragen, die einen bedeutenden Teil der Restsubstanz des Plas- 
modiums bildet und ohne schwere Eingriffe von Nucleoproteiden 
befreit werden kann. Dadurch wird auch der Phosphorgehalt 
des Plastins auf nur einige Zehntel Prozent gebracht.?*) 

Dieses albuminoidartige Plastin wurde weiterhin nicht mehr 
als eigentlicher Plasmakérper, sondern nur als eine Hilfssub- 
stanz, die bei der Bildung des Skelettes des Fruchtkérpers 
beteiligt ist, hingestellt. 

W. Lepeschkin, der ,,den Sitz der Lebenstitigkeit in den 
in Wasser unldéslichen Anteil des Plasmodiums“ verlegt und 
das tote Protoplasma nur aus Produkten der chemischen Zer- 
setzung des lebendigen Plasma zusammengesetzt meint, be- 
zeichnete als Plastin den ganzen Riickstand, der nach bloBem 
Extrahieren des Plasmodiums mit Wasser und Alkohol—Ather 
erhalten wird. Dieses Plastin besteht nach Lepeschkin aus 
zwei verschieden siurefesten Stoffgruppen, die als Nucleo- 
proteide und Lipoproteide anzusehen seien. Es bleibt dabei 
aber unklar, inwieweit sich der Autor die Einheitlichkeit des 
Plastins vorstellt. Aus seinen Darstellungen erhellt nicht, ob 





1) Biochem. Zs. Bd. 162, S. 441 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 150, S. 149 (1925); Bd. 164, S. 103 (1927); Arch. 
f. wiss. Bot. (Planta), Bd. 2, S. 44 (1926). 

5) 0,23—0,27°/, fiir das Plastin von Reticularia lycoperdon. 
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die beiden angegebenen Anteile im lebenden Plasma und in 
dem abgeschiedenen Plastin als solche, oder in einer komplexen 
Verbindung miteinander auftreten sollen. 

Die nach Lepeschkin unterscheidbaren Anteile des Plastins 
zeichneten sich nun in seiner Beschreibung durch so starke 
Absonderlickkeiten aus, daB sie zu gewissen Betrachtungen 
fihren muBten und es sehr erwiinscht machten, die vom ge- 
nannten Forscher erhaltenen Angaben nachzupriifen und im 
Falle ihrer Bestatigung zu vervollstindigen. 

Ks wurden von W. Lepeschkin 17,72 g frischen Plas- 
modiums von Fuligo varians zur Untersuchung verwendet, die 
1,4110g in Wasser unléslichen trocknen Riickstandes, und nach 
Entfettung mit Alkohol—Ather 1,0622¢ ,,Plastin“ hinterlieBen. 

Diese geringe Menge geniigte Lepeschkin, um nach 
48 stiindiger Hydrolyse mit 5°/, Schwefelsiure 0,1816 g, haupt- 
sichlich Phymin mit einer Beimengung von Uracil, nach wei- 
terer Hydrolyse noch 0,040g Thymin, in krystallinischem Zu- 
stande, und 0,0368g Cytosin in Gestalt des krystallinischen 
Chlorids zu erhalten, wobei gleichzeitig die Abwesenheit von 
Guanin und Adenin und die Anwesenheit von 0,0376 g Xanthin 
und Hypoxanthin angezeigt wurde. 

Diese Resultate muften aber auf eine ganz auBergewohn- 
liche und merkwiirdig gebaute Nucleinsiure im Nucleoproteid- 
anteil des Plastins hinweisen; auf die Gesamtmenge des Plastins 
berechnen sich nimlich bei diesen Angaben 20,9°/, Thymin 
und Uracil. 

Neben den der Nucleinsiure entstammenden Basen gibt 
Lepeschkin noch 0,1294 g auskrystallisierter Chloride von 
Arginin und Histidin (0,064 g freier Basen) und 0,029 g Lysin 
als Pikrat bestimmt, an. Im ganzen berechnet Lepeschkin 
0,349 g freier Basen, wobei eine wiederholte Hydrolyse des 
Riickstandes noch weitere Mengen geben sollte. Endlich hilt 
Lepeschkin durch Niederschlagbildung mit Quecksilbernitrat 
noch die Anwesenheit von Asparagin- und Glutaminsaure fiir 
nachgewiesen. 

Dieser ganz auBerordentliche Erfolg bei der Untersuchung 
einer so geringen Menge Substanz, wie 1.0622 g ,,Plastin*, den 
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Lepeschkin erreicht zu haben angibt, muB selbst bei den 
geiibtesten Biochemikern das gréBte Staunen erwecken. Noch 
nie und Niemanden ist es meines Wissens gelungen, ein der- 
artiges Resultat zu erhalten. 

Leider finden wir in den zitierten Arbeiten von W. Le- 
peschkin entweder gar keine oder nur ganz oberflichliche 
Identifikationspriifungen. Das krystallinische Aussehen allein 
konnte in keinem Falle als geniigendes Kriterium gelten, da 
bei dem kalkreichen Material die stetige Beimengung von 
schwer léslichen Calciumsalzen (Sulfat, Pikrat) ohne spezielle 
Entfernung des Kalkes nicht zu vermeiden und als Ursache 
von Tauschungen nicht zu unterachten ist. 

Neben dem Interesse, welches die den Angaben von Le- 
peschkin nach so merkwiirdig aufgebaute Nucleinsiure hervor- 
rufen muBte, entstanden somit unwillkiirlich gewisse Zweifel 
an der Beweiskriftigkeit der Befunde des genannten Autors, 
und es schien lohnend, eine Nachpriifung bei gleichem Arbeits- 
verfahren zu unternehmen, wenn auch die angewendete Me- 
thodik nicht ganz passend erscheinen wollte.) 





Das zur Verarbeitung verwendete Material der Plasmodien 
von Fuligo varians wurde in einem jungen, stark beweglichen, 
aus eben zusammenflieBenden Striingen bestehenden Stadium 
im Freien auf Baumstiimpfen gesammelt und sogleich in 95°/, igen 
Alkohol gebracht. Die Plasmodien hatten noch keine Spur 
der spiiteren kalkhaltigen Kruste gebildet. 

Nach Abdestillieren des durch das Wasser der Plasmodien 
verdiinnten”) Alkohols im Vakuum bei einer Wasserbadtempe- 


*) Auf eine schriftliche Bitte, die ich an Herrn Prof. W. Le- 
peschkin vor lingerer Zeit richtete, mir einige nihere Angaben zu 
machen, um unliebsame Diskussionen zu vermeiden, da seine Angaben 
mit meinen, andersartig erhaltenen Resultaten nicht iibereinstimmten, 
erhielt ich leider nur ein briefliches Versprechen, mir dieselben mitzu- 
teilen. Nach lingerem Warten sah ich mich deshalb gezwungen, die 
Nachpriifung nach der von ihm angewendeten Methode selbst vorzu- 
nehmen. 

*) Bis auf etwa 70—75°/, Alkoholgehalt. 
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ratur von etwa 30—33° wurde das gut zerriebene Material 
im Vakuum iiber Schwefelsiure endgiiltig getrocknet und das 
griinlich-graue Pulver in der Menge von 38g im Perkolator 
erschépfend mit Petrolither extrahiert. 


Die lufttrockenen Plasmodien enthielten: 


Rohdl . . . . . . . . 7 8,73 dl P 
Wem... 6 «© w= « » « SO% 
Caleciumearbonat . . . . . 16,35), 


Organische wasserlésliche Stoffe 15,35 °/, 
Petrolither-, Alkohol- u. Wasser- 
unlésliche Stoffe . . . . . 50,04°/, 


32,87g der entfetteten Plasmodien wurden erschépfend 
mit kaltem Wasser und Alkohol extrahiert und mit absolutem 
Alkohol entwiissert. Der ungelést gebliebene Teil entsprach 
dem Plastin nach Lepeschkin, enthielt 6,62°/, Stickstoff und 
bestand aus Calciumcarbonat und den ungelésten organischen 
Bestandteilen. 

Lepeschkin bezeichnete die von ihm untersuchten, im 
Freien gesammelten Plasmodien als kalkarm im Vergleich mit 
den Plasmodien, die Reinke seinerzeit den Lohehaufen einer 
Gerberei entnahm und die 27—41°/, Calciumcarbonat ent- 
hielten. Nihere Angaben fehlen jedoch. Da aber niemals 
besonders kalkarme Fuligoexemplare auch in natiirlichen Stand- 
orten aufzutinden sind und das Calciumcarbonat einen un- 
bedingten und wichtigen natiirlichen Bestandteil der Frucht- 
koérperwandung von Fuligo darstellt, so ist es wohl anzunehmen, 
daB auch die ,kalkarmen* Plasmodien von Lepeschkin etwa 
denselben Calciumcarbonatgehalt besaBen, wie die hier ver- 
arbeiteten. Wie schon gesagt, hatten die Plasmodien noch 
keine Anzeichen von oberflichlicher Calciumcarbonatablagerung 
uud das Calciumcarbonat muBte noch daiffus verteilt ge- 
wesen sein. 

23 g dieses ,,Plastins“ nach Lepeschkin wurden, un- 
geachtet des Calciumcarbonatgehaltes, mit 200ccm 5°/,iger 
Schwefelsiure tibergossen, wobei starke Kohlensiureausschei- 
dung und Schiumen eintrat, und im kochenden Wasserbade 
55 Stunden lang erwarmt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVIJI, 10 
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Das aus dem etwa ein Viertel des ,,Plastins* betragenden 
Calciumecarbonat gebildete, teilweise krystallinische, teilweise 
geliste Calciumsulfat war die Ursache der spiter bestiindig 
auftretenden, sehr listigen krystallinischen Abscheidungen. 

Das abfiltrierte Hydrolysat wurde bei etwas vermindertem 
Drucke eingeengt, vom abgeschiedenen Calciumsulfat befreit, 
mit Wasser wieder verdiinnt und mit Barytlésung neutral ge- 
macht. Nach Abfiltrieren des Bariumsulfats wurde die Liésung 
eingeengt und zum Auskrystallisieren des Thymins einige Tage 
in der Kilte stehengelassen. Es krystallisierte aber nur Cal- 
ciumsulfat aus. 

Um dem Einwande zu entgehen, dab die Abspaltung des 
Thymins aus einem aufgelésten Komplexe infolge teilweiser 
Neutralisation der Siure durch das Calciumcarbonat nicht zu- 
stande gekommen war, wurde das Hydrolysat von neuem einer 
14 stiindigen Hydrolyse auf freier Flamme mit 10°/,iger Schwefel- 
siure unterworfen. Aber auch jetzt trat im neutralisierten 
und stark eingeengten Hydrolysate keine Krystallisation von 
Thymin ein. 

Der nach der Hydrolyse unaufgelést gebliebene Rest des 
»Plastins“, der sehr calciumsulfatreich war, entsprach 31,76°/, 
des anfiinglichen Praiparates. Da im Versuche von Lepesch- 
kin 44°/, unaufgelést geblieben waren, so muBte in unserem 
Falle die Einwirkung der Saiure nicht geringer gewesen sein. 
Auch eine wiederholte Hydrolyse dieses Restes ergab nur eine 
Abscheidung von Calciumsulfat, jedoch nicht von Thymin. 

Beide Hydrolysenlésungen, die ebenso wie bei Lepeschkin, 
keine Fallung mit Bleiessig gaben, wurden nach Vereinigung 
mit Schwefelsiiure angesiuert, und mit Phosphorwolframsiure 
versetzt, bis sich noch ein Niederschlag bildete. Das Filtrat 
von der roétlich gefarbten Ausfillung!) wurde durch Barytzusatz 
von der Schwefel- und Phosphorwolframsaure und durch Kohlen- 
siiure vom Barytiiberschu8 befreit, eingeengt und mit Schwefel- 





1) Die Firbung war durch das im Plasmodium enthaltene gelbe 
Pigment bedingt, das in alkalischer Lésung gelb und wasserléslich, in 
saurer jedoch rot und unléslich ist und deutlich eine schwache Saure 
vorstellt. 
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siure wieder angesiuert. Nach Abfiltrieren des ziemlich be- 
trachtlichen Niederschlages von Bariumsulfat wurde Silberoxyd 
eingetragen’) und nach Entfernung des ganz geringen dabei 
gebildeten Niederschlages bei SilberiiberschuB in der Lisung 
durch Zusatz von festem Baryt eine Fallung erhalten. 

Diese in Wasser aufgeschwemmte Fiillung, die das Thymin 
einschlieBen muBte, wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Nach Einengen der erhaltenen Lésung krystallisierten zuerst 
schwer lésliche anorganische Salze in betriichtlicher Menge aus. 
Erst in der auf ein ganz geringes Volumen eingeengten, von 
anorganischen Salzen méglichst befreiten Lisung krystallisierte 
das Thymin in Gestalt dentritisch angeordneter Krystalle aus, 
Das Gewicht des noch unreinen Thymins betrug jedoch nur 
0,242 g. Die Identifikation wurde durch die Sublimationsprobe, 
die Reaktionen mit bromwasser und mit Diazobenzolsulfosiiure 
ausgefiihrt. 

Die erhaltenen Resultate widersprechen somit den Angaben 
von Lepeschkin: statt der nach den letzteren erwarteten 
4,8 g, oder, wenn wir das Plasmodium, mit dem Lepeschkin 
arbeitete, selbst ganz calciumcarbonatfrei annehmen, immerhin 
noch 3,5g Thymin und Uracil, wurde eine groBe Menge be- 
gleitender anorganischer Salze und nur 0,242g unreinen Thy- 
mins erhalten. Uracil konnte, wenn iiberhaupt anwesend, nur 
ganz in Spuren vorhanden gewesen sein. 

Dieses Ergebnis stimmt aber vollstindig mit unseren jetzigen 
Vorstellungen iiber den Aufbau der Nucleinsiiuren iiberein, Es 
ist anzunehmen, da’ Lepeschkin irrtiimlicherweise anor- 
ganische Salze dem in ganz geringer Menge anwesenden Thy- 
min zugerechnet und teilweise auch als Uracil angesprochen hat. 

Im Filtrate von der Thyminsilberfillung wurde nach Ent- 
fernen yon Silber und Baryt und nach Einengen eine Amino- 
siiurenausscheidung in Form eines Hautchens erhalten. Eine 
gute Abtrennung von Aminosiuren in Substanz war hier im 
voraus wegen des Kohlehydratgehaltes nicht zu erwarten. Jeden- 
falls konnte aber eine Niederschlagbildung bei Quecksilber- 





') A. Kiesel, Diese Zs, Bd. 161, S. 147 (1926). 
10* 
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nitratzugabe, die Lepeschkin beobachtete, in keinem Falle 
als Beweis des Vorhandenseins speziell von Asparagin- und 
Glutaminsiiture angesehen werden, da bekanntlich auch andere 
Aminosiiuren und Substanzen durch dieses Reagens gefillt 
werden. 

Beim Auflésen des abgetrennten Aminosiiurehiiutchens in 
warmem Wasser blieb eine geringe Menge sehr schwer lés- 
licher Substanz zuriick, welche sich deutlich als Tyrosin er- 
kennen lie’. Die von diesem abgetrennte Lésung wurde mit 
Kupferoxydhydrat erwirmt. Die dunkelblaue Lésung schied 
beim Einengen ein krystallinisches Hiutchen ab. Beim Um- 
krystallisieren wurden daraus 0,0915g eines sehr schwer lis- 
lichen Kupfersalzes erhalten, das kein Krystallwasser und 
19,92 °/, Cu enthielt. Es muBte Leucinkupfersalz vorgelegen 
haben (theor. 19,63 °/, Cu). Weiter wurden nur leicht lésliche 
krystallinische Kupfersalze in geringer Menge erhalten. Dem- 
nach waren keine Anzeichen von einer in Betracht kommenden 
Menge der Asparagin- und Glutaminsiure vorhanden. Alkohol- 
zusatz verursachte nur die Abscheidung von nicht krystalli- 
sierenden griinblauen sirupésen Massen. Eine gréBere Menge 
der Kupfersalze ging in absoluten Alkohol iiber, konnte jedoch 
nicht krystallinisch erhalten werden. Beim Erwirmen mit 
Zinkstaub konnte hier deutlich die rote Fichtenspanreaktion 
erhalten werden. Somit muBte Prolin oder Oxyprolin in wohl 
nicht unbetriichtlichen Mengen vorhanden gewesen sein. 

So stimmen die erhaltenen Resultate auch in bezug auf 
Monaminosiiuren mit den Angaben von Lepeschkin nicht 
iiberein und kénnen diese nicht bestitigen. 

Im erhaltenen Phosphorwolframsiureniederschlage wurde 
die iibliche Trennung der Basen, der sich auch Lepeschkin 
bediente, als Silberverbindungen bei Anwendung von Silberoxyd 
vorgenommen. Aber auch hier konnten die Angaben von 
Lepeschkin nicht bestitigt werden. 

Aus der Nucleinbasenfraktion wurden 0,08 g etwas un- 
reinen Guanins durch Ammoniakfallung gewonnen. Das Guanin 
wurde durch die typische Xanthinprobe und die Darstellung 
des charakteristischen Chlorids nachgewiesen. AuSerdem wurde 
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die Anwesenheit von Adenin sichergestellt, das zuerst als Pikrat, 
— 0,04 g entsprechend 0,015 g freien Adenins, — mit Schmelz- 
punkt 281°, dann als Chloraurat mit typischen Kigenschaften 
erhalten wurde. Fiir das Vorhandensein von Xanthin und 
Hypoxanthin, die allein Lepeschkin nachzuweisen giaubte, 
waren keine Andeutungen vorhanden, die auch nur einiger- 
maBen giiltig sein konnten. 

Somit muBte die Nucleinsiure der untersuchten Plasmodien 
auch in bezug auf Nucleinbasen von den iiblichsten Formen 
der Nucleinsiiure nicht abweichen. 

Das von Lepeschkin angegebene leichte Abtrennen von 
Cytosin aus der Silberbarytfillung als Pikrat konnte trotz der 
viel gréBeren Menge an Ausgangsmaterial nicht bestiitigt werden. 
Man wiirde woh! denken miissen, daB Lepeschkin durch die 
Bildung von Alkali- oder Erdalkalipikraten getiuscht worden 
ist. Dasselbe muff auch fiir das Lysin gelten, welches als 
Pikrat wohl kaum in der von Lepeschkin angegebenen Menge 
auch bei den giinstigsten Bedingungen sicher abgetrennt und 
nachgewiesen werden kann. Ein derartiger Nachweis konnte 
von mir trotz der etwa 20mal gréBeren Menge an Ausgangs- 
material nicht erbracht werden. 

Die Berechnung der Arginin- und Histidinmenge in der- 
selben Fillung ist bei Lepeschkin ebenfalls sehr problematisch, 
da weder das erste noch das zweite irgendwie vom Autor nach- 
gewiesen wurde. Die Nachpriifung ergab keine faBbaren Sub- 
stanzmengen dieser beiden Basen, obgleich eine Tauschung 
durch die auch hier nicht abwesenden anorganischen Salze 
ohne die nétigen Proben in dem Versuche von Lepeschkin 
zugelassen werden kann. Die Behauptung, daf ,Arginin, Hi- 
stidin und Lysin offenbar den Protaminen abstammen, die ge- 
meinsam mit Nucleinsiiuren die Nucleoproteide des Plastins 
bilden“, ist demnach vollstindig unbegriindet. Da Protamine 
noch nie in Pfianzen aufgefunden sind und ihr Auffinden ein 
wichtiges Ereignis fiir die Pflanzenbiochemie sein wird, muB 
die gréBte Vorsicht bei derartigen Angaben zu empfehlen sein. 

Was den nach der Hydrolyse mit 5°/,iger Schwefelsiure 
nachbleibenden Riickstand betrifft, so bezeichnet ihn Lepeschkin 
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als Plasmatin und halt ihn fiir unverindert gebliebene Lipo- 
proteide. Leider sind weder seine kurzen Angaben, noch die 
zur Untersuchung verwendete fuBerst geringe Menge des 
Materials ausreichend, um geniigende Uberzeugung zu geben. 

Statt der angegebenen 22,4°/, ungelésten Riickstandes 
wurden bei der Nachpriifung 18,9°/, gefunden. Demnach mubte 
die Hydrolyse des ,,Plastins“ in beiden Fallen annihernd die 
gleiche gewesen sein. Jedoch enthielt dieser Riickstand grobe 
Calciumsultatmengen und dunkel gefirbte Huminstoffe. Ganz 
unzweifelhaft hatte Lepeschkin auch mit diesen sekundiiren 
Spaltungs-, Kondensations- und Oxydationsprodukten zu tun, 
nicht aber mit unveriinderter Substanz. Ein Teil davon konnte 
bei nachfolgender Hydrolyse mit 30°/,iger Schwefelsiiure ither- 
lisliche Produkte liefern und so die Anwesenheit von Lipo- 
proteiden leicht vortiuschen. 

Das stérende Calciumsulfat wurde durch vielfach wieder- 
holtes Behandeln des eben genannten Riickstandes mit heibem 
Wasser moglichst entfernt. Der Rest entsprach nun noch 
5,06°/, des anfinglichen ,,Plastins‘ und wurde einer 24stiin- 
digen Hydrolyse auf freiem Feuer mit 25°/,iger Schwefelsiure 
unterworfen. 

Die 1,2258 g ergaben bei dieser Hydrolyse: 

0,8324 g unaufgeléster huminartiger Stoffe mit 6,26°/, Stickstoff- 
gehalt und ein Filtrat, in dem 

0,0069 g Huminstickstoff, 

0,0390 g Gesamtstickstoff der léslichen Spaltungsprodukte und 

0,0273 g Aminostickstoff der letzten nach van Slyke 
gefunden wurden. Das Hydrolysat zeigte deutliche Millonreaktion und 
die Reaktion nach Pauly. Es muBte somit Tyrosin und wohl Histidin 
enthalten. 

Um eine Vorstellung iiber die in Wasser léslichen Sub- 
stanzen der Plasmodien zu erhalten, wurden die deutlich al- 
kalisch reagierenden, wiibrigen, trotz wiederholtem Filtrieren 
triiben, griinlichgelb gefarbten Extrakte, die einen Teil des 
Farbstoffes der Plasmodien enthalten muBten, im Vakuum stark 
eingeengt. Es schied sich ein unbetriichtlicher gelber Nieder- 
schlag ab, ohne da8 die Fliissigkeit sich dabei aufklirte. An- 
siuern und Erwiirmen trugen ebenfalls nicht zur Klirung bei. 
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Beim KingieBen in 21/, Vol. Alkohol entstand eine flockige gelb- 
liche Fillung, die abfiltriert, in Wasser aufgelést, filtriert und 
wieder mit Alkohol ausgefillt wurde. Die Fallung entsprach 
6,39°/, der Plasmodien und enthielt 81,1°/, Glykogen, 0,77°/, 
Stickstoff, 0,15°/, Phosphor und 11,1°/, Asche. Daraus_ be- 
rechnen sich in der Fillung (N x 6,25) etwa 4,8°/, KiweiB mit 
3,12°/, Phosphorgehalt. 

Augenscheinlich enthielt die Fallung eine geringe Menge 
des Nucleoproteides, das zum gréBten Teil ungelést in dem 
nach Lepeschkin dargestellten ,,Plastin“ zuriickblieb, jeden- 
falls aber einen selbstindigen Kérper bilden muB8te und nichts 
mit dem eigentlichen Plastin zu tun hatte. 

Da die von Lepeschkin angewendete Methodik wenig 
geeignet war, AufschluB iiber die am Aufbau der Plasmodien 
teilnehmenden LKiweiBstoffe zu erbringen, wurde eine neue 
Portion von Plasmodienmassen von Fuligo varians in Arbeit 
genommen. 





Das Material bestand aus etwas ilteren Plasmodien, die, 
bei etwas dickfliissigerer Konsistenz, ganz zusammengeflossene, 
iuBerlich keine beweglichen Plasmodienstriinge mehr aufweisende 
Massen bildeten und von einem eben ausgeschiedenen gelben, 
diinnen, noch etwas nassen calciumcarbonatreichen Hiutchen 
bedeckt waren. Zeitlich gemessen unterschied sich dieses 
Entwicklungsstadium von dem oben untersuchten um _ etwa 
6—8 Stunden. Die anfangliche Verarbeitung bis zum entélten 
Pulver war die gleiche. 

Das Material lieferte beim Kntélen 9,40°/, petrolather- 
léslicher Substanzen und enthielt 11,53°/, Asche, die zu $8°/, 
aus Calciumcarbonat bestand. 

27,25 g der entélten Trockensubstanz wurden des groBen 
Calciumcarbonatgehaltes wegen mit der genau berechneten 
Menge sehr verdiinnter Salzsiure behandelt, wobei starke Kohlen- 
siureentwicklung und Schiiumen eintrat. 

Nach wiederholtem Auswaschen des Ungelésten mit Wasser 
unter Dekantieren und nach Abfiltrieren, wurde das Filtrat 
mit Waschwasser im Vakuum bei 30° nicht iibersteigender 
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Temperatur des Wasserbades zum Sirup eingedampft und nach 
Verdiinnen auf 45 ccm mit etwa 21/, Vol. Alkohol versetzt: 
Der gebildete gelbliche flockige Niederschlag wog nach Aus- 
waschen mit Alkohol ansteigender Konzentration, Entwiisserung 
mit absolutem Alkohol und Trocknen im Vakuum 1,43 g. 

58,32°/, dieser Fallung bestanden aus Glykogen. Auf das 
Plasmodium berechnen sich daraus 2,77°/, Glykogen. Gleich- 
zeitig enthielt die Fallung 1,43°/, Stickstoff und 0,62°/, Phos- 
phor.') Bei iiblicher, aber doch willkiirlicher Berechnung auf 
Kiweibgehalt (N x 6,25) wiirden daraus 8,94°/, KiweiB resul- 
tieren und letzteres 6,88°/, Phosphor enthalten, da die Plas- 
modien nur Spuren freier Phosphate enthielten. Es konnte 
entweder ein Nucleoproteid oder ein Gemisch von Nucleo- 
proteid und etwas Nucleinsiure ausgefillt worden sein. Die 
iiblichen EiweiBreaktionen waren nur schwach und teilweise 
gar nicht zu erhalten. Mit Schwefelsiure entstand eine intensiv 
blutrote Farbung, die dem beigemengten Farbstoff ihren Ausfall 
verdankte. 

Um das Nucleoproteid méglichst frei von Glykogen zu 
erhalten, wurde der Rest des erhaltenen Praparates, — 0,95 g, 
in Wasser gelist, wobei ein flockiger grauer Niederschlag zuriick- 
blieb, der sorgfaltig quantitativ abfiltriert, mit Wasser und 
und Alkohol ausgewaschen und getrocknet wurde. Sein Ge- 
wicht betrug 0,1028 g, also 10,82°/, der anfanglichen Fallung 
und 0,51°/, des urspriinglichen Plasmodiums. Sein Phosphor- 
gehalt war 4,02°/,. Selbstverstandlich war die Menge des so 
abgetrennten Nucleoproteids zu gering, um eine weitere Unter- 
suchung vornehmen zu lassen. 

Der in calciumchloridhaltigem Wasser unlésliche Teil des 
Plasmodiums wurde mit n/32-('/, °/,)-iger Natronlauge extrahiert 
und der ungelést gebliebene Rest in gleicher Weise, wie bei 





) Alle Phosphorbestimmungen wurden nach Veraschung mit Soda 
und Salpeter nach der gravimetrischen Methode von G. Embden aus- 
gefiihrt. Diese Veraschungsart war hier derjenigen nach Neumann vor- 
zuziehen, da sie dabei sicherere Resultate liefert und weniger Zeit und 
Sorgfalt in Anspruch nimmt. Auch bei der Fett- und Phosphatidunter- 
suchung ist diese Veraschungsart sehr zu empfehlen. 
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der Wasserextraktion, mit Wasser ausgewaschen. Die Wasch- 
wasser wurden im Vakuum, wie oben, stark eingeengt und dem 
filtrierten alkalischen Filtrate zugefiigt. 

Da beim Ansiiuern kein absitzender, sondern nur ein eine 
starke Triibung hervorrufender Niederschlag entstand, wurde 
zur angesiiuerten Lésung 1 Vol. Alkohol zugesetzt. Bei einigem 
Stehen setzte sich ein feinflockiger, klebrig werdender Nieder- 
schlag ab, der mit 50°/,igem, dann mit starkerem Alkohol 
ausgewaschen?), mit absolutem Alkohol entwissert und im 
Vakuum getrocknet wurde. 

Die pulverige graugelbe, lufttrockne Masse wog 3,82 g. 
Die Trockensubstanz entsprach etwa 11,5°/, des anfanglichen 
trocknen Plasmodiums. Die Hoffnung in dieser Weise zur 
Darstellung von reinem Nucleoproteid zu gelangen, schlug aber 
fehl: die erbaltene Fallung enthielt noch 67,32°/, Glykogen, 
oder, auf das anfiingliche Plasmodium berechnet, 7,74°/, des 
Gewichtes desselben. Somit ging etwa 2,8mal mehr Glykogen 
bei der alkalischen, als bei der wiBrigen Extraktion in Lésung. 

Daraus ist deutlich zu ersehen, wie schwer das Glykogen 
vom ungelésten Teil des Plasmodiums abzutrennen ist: die 
kolloidalen Eigenschaften des Glykogens stellen der Diffusion 
beim Extrahieren erhebliche Schwierigkeiten, wobei das in 
Lésunggehen gleichen Schritt mit der Auflésung anderer kol- 
loidaler Kérper (KiweiB) halt. Es ist demnach vollstindig klar, 
daB Reinke, Loew, Lepeschkin und Iwanow in den von 
ihnen als Plastin bezeichneten Priiparaten verschieden grofe 
Beimengungen von Glykogen besafen.?) 

Neben Glykogen enthielt die Fiallung auch das gesuchte 
Nucleoprotid, da in derselben 3,47°/, Stickstoff und 0,52°/, 
Phosphor gefunden wurden. Auf Eiweif berechnet (N x 6,25) 
mubten etwa 21,7°/, KiweiB mit einem Phosphorgehalt von 
etwa 3,78°/, vorhanden gewesen sein. Daraus berechnen sich 
weiter etwa 2,5°/,, mit den bei der Wasserextraktion erhaltenen 


) Beim Auswaschen wurde der gelbe Farbstoff nur zum Teil 
entfernt. 
*) Vel. A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 150, S. 169 (1925). 
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also etwa 3,1°/, Nucleoproteid fiir das urspriingliche trockne 
Gesamtplasmodium. 

Um das Nucleoproteid wirklich nachzuweisen, wurden 
3,4283 g der genannten Fillung, von denen 2,3079 g Glykogen 
waren, einer 37/,stiindigen Hydrolyse mit 2,5°/, Schwefelsiiure 
im Wasserbade unterworfen, um die eventuell vorhandenen, 
hierbei abspaltbaren und leicht und ziemlich quantitativ faB- 
baren Nucleinbasen aufzusuchen. 

Der wiahrend dieser Hydrolyse ungelést gebliebene dunkle 
ausgewaschene Riickstand wog 0,1466 g, entsprach also 19,71°/, 
des annihernd und etwas willkiirlich berechneten Nucleoproteids 
(0,7426 g) und enthielt 13,64°/, Stickstoft. Unzweifelhaft lag 
hier die verunreinigte und wohl mehr oder weniger angegriffene 
Kiweikomponente des Nucleoproteides vor. 

Das Verarbeiten des Filtrates geschah durch Ausfillen 
der Basen mit Phosphorwolframsiure und Fraktionieren der 
Basen als Silberverbindungen unter Anwendung von Silberoxyd. 

Die in tblicher Weise verarbeitete Nucleinbasenfraktion }) 
enthielt 0,0306 g Guanin und 0,0264 g Adenin, von denen das 
erste als reines schén auskrystallisiertes Chlorid, das zweite 
als Pikrat mit Schmelzpunkt etwas unter 281° erhalten wurden 
und zur Wagung kamen. Das erste wurde auBerdem durch 
die ihm zukommende Xanthinreaktion, das letzte durch Er- 
halten des typischen Goldsalzes identifiziert. Andere Nuclein- 
basen muBten vollstiindig fehlen. Das Verhiltnis Guanin: Adenin 
in der Nucleinsiure des Proteids muBte 1:1 sein. 

Das Auffinden der Nucleinbasen liSt uns keinen Zweifel, 
daB in den untersuchten Plasmodien ein als selbstindiger 
Koérper auftretendes Nucleoproteid wirklich enthalten ist. Dieses 
Nucleoproteid kann durch ganz schwache Alkalilésung ohne 
stirkere Kingriffe von den schwer léslichen Bestandteilen des 
Plasmodiums abgetrennt werden. Mit dem Plastin hat es also, 
entgegen den Vorstellungen von Lepeschkin, gar nichts ge- 
meinsam. 

Um weitere Aufschliisse iiber das Nucleoproteid zu erhalten, 





1) H. Thierfelder, Handb. d. phys. u. path.-chem. Analyse 1924, 
S. 875. 
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wurden, da keine Aussicht vorhanden war, noch andere Spal- 
tungsprodukte desselben in Substanz bei ihrer geringen Menge 
abzutrennen, Gesamtstickstoff- und Aminostickstoff bestimmungen 
in den verschiedenen Fraktionen vorgenommen. Auferdem 
wurde die méglicherweise Cytosin einschlieBende _ ,,Histidin- 
fraktion“ colorimetrisch nach Hanke und Koessler untersucht, 
wobei als Vergleichslésung eine Lésung von Histidindichlorid 
verwendet wurde. Selbstverstiindlich kann dieser colorimetrischen 
Messung kein faktischer Wert beigemessen werden. 











Gesamt-N Amino-N 
in g in g 
I. Histidin-Arginin-Cytosin-Fraktion . 0,0118 0,00116 ') 
Il, Lysinfraktion ......4... 0,0043  {¢ 0,000717) 
III. Monoaminosiiuren-Fraktion + Thymin 0,0065 {¢ 0,0033 


Die fir die Histidim—Arginin—Cytosinfraktion erhaltene 
Farbung mit Diazobenzolsulfosiure in sodaalkalischer Losung 
entsprach 0,0055 g Histidin in der Vergleichs-Standardlésung. 

Obgileich die eben angefiihrten Stickstoffbestimmungen uns 
keinen Anhaltspunkt fiir die nihere Beurteilung der anwesenden 
Spaltungsprodukte geben, wiirden wir wohl nicht fehl gehen, 
aus dem starken Uberwiegen des Gesamtstickstoffes der Frak- 
tionen I und II im Vergleich mit dem Aminostickstoff auf die 
Anwesenheit hochmolekularer Abbauprodukte neben Amino- 
siuren zu schlieBen. Dieses wurde auch dadurch bestitigt, 
daB bei lingerem Kinwirken der salpetrigen Siure die Menge 
des entbundenen Stickstoffes anstieg. So betrug bei 15 Minuten 
Reaktionszeit der Aminostickstoff der Histidin—Arginin—Cytosin- 
fraktion 0,00145 g statt 0,00116 g. 

Die starke Differenz zwischen Gesamt- und Aminostick- 
stoff der Monaminosiiurefraktion muBte andererseits der An- 
wesenheit von Thymin (positive Reaktion nach Pauly), nebenbei, 
vielleicht auch von Prolin zugeschrieben werden (vgl. oben). 
Die Stickstoffverteilung in den Fraktionen bestitigte geniigend, 


1) Reaktionsdauer bei der Bestimmung nach van Slyke 5 Minuten. 
*) Reaktionsdauer bei der Bestimmung nach van Slyke 45 Minuten. 
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also etwa 3,1°/, Nucleoproteid fiir das urspriingliche trockne 
Gesamtplasmodium. 

Um das Nucleoproteid wirklich nachzuweisen, wurden 
3,4283 g der genannten Fallung, von denen 2,3079 g Glykogen 
waren, einer 37/,stiindigen Hydrolyse mit 2,5°/, Schwefelsiiure 
im Wasserbade unterworfen, um die eventuell vorhandenen, 
hierbei abspaltbaren und leicht und ziemlich quantitativ fab- 
baren Nucleinbasen aufzusuchen. 

Der wahrend dieser Hydrolyse ungelést gebliebene dunkle 
ausgewaschene Riickstand wog 0,1466 g, entsprach also 19,71°/, 
des anniihernd und etwas willkirlich berechneten Nucleoproteids 
(0,7426 g) und enthielt 13,64°/ Stickstoffi Unzweifelhaft lag 
hier die verunreinigte und wohl mehr oder weniger angegriffene 
EKiweibkomponente des Nucleoproteides vor. 

Das Verarbeiten des Filtrates geschah durch Ausfillen 
der Basen mit Phosphorwolframsiure und Fraktionieren der 
Basen als Silberverbindungen unter Anwendung von Silberoxyd. 

Die in iiblicher Weise verarbeitete Nucleinbasenfraktion }) 
enthielt 0,0306 g Guanin und 0,0264 g Adenin, von denen das 
erste als reines schén auskrystallisiertes Chlorid, das zweite 
als Pikrat mit Schmelzpunkt etwas unter 281° erhalten wurden 
und zur Wagung kamen. Das erste wurde auberdem durch 
die ihm zukommende Xanthinreaktion, das letzte durch Er- 
halten des typischen Goldsalzes identifiziert. Andere Nuclein- 
basen muBten vollstindig fehlen. Das Verhiltnis Guanin: Adenin 
in der Nucleinsiure des Proteids muBte 1:1 sein. 

Das Auffinden der Nucleinbasen liBt uns keinen Zweifel, 
daB in den untersuchten Plasmodien ein als selbstiandiger 
Koérper auftretendes Nucleoproteid wirklich enthalten ist. Dieses 
Nucleoproteid kann durch ganz schwache Alkalilésung ohne 
stirkere Kingriffe von den schwer léslichen Bestandteilen des 
Plasmodiums abgetrennt werden. Mit dem Plastin hat es also, 
entgegen den Vorstellungen von Lepeschkin, gar nichts ge- 
meinsam. 

Um weitere Aufschliisse iiber das Nucleoproteid zu erhalten, 





1) H. Thierfelder, Handb. d. phys. u. path.-chem. Analyse 1924, 
S. 875. 
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wurden, da keine Aussicht vorhanden war, noch andere Spal- 
tungsprodukte desselben in Substanz bei ihrer geringen Menge 
abzutrennen, Gesamtstickstoff- und Aminostickstoff bestimmungen 
in den verschiedenen Fraktionen vorgenommen. AuBerdem 
wurde die méoglicherweise Cytosin einschlieBende _,,Histidin- 
fraktion“ colorimetrisch nach Hanke und Koessler untersucht, 
wobei als Vergleichslésung eine Lésung von Histidindichlorid 
verwendet wurde. Selbstverstiindlich kann dieser colorimetrischen 
Messung kein faktischer Wert beigemessen werden. 











Gesamt-N Amino-N 
in g in g 
I. Histidin-Arginin-Cytosin-Fraktion . 0,0118 0,00116 ?) 
MA, Seperate kt 0,0043  {¢ 0,000717) 
If. Monoaminosiiuren-Fraktion + Thymin 0,0065 0,0033 


Die fir die Histidin—Arginin—Cytosinfraktion erhaltene 
Farbung mit Diazobenzolsulfosiure in sodaalkalischer Losung 
entsprach 0,0055 g Histidin in der Vergleichs-Standardlésung. 

Obgleich die eben angefiihrten Stickstoffbestimmungen uns 
keinen Anhaltspunkt fiir die nihere Beurteilung der anwesenden 
Spaltungsprodukte geben, wiirden wir wohl nicht fehl gehen, 
aus dem starken Uberwiegen des Gesamtstickstoffes der Frak- 
tionen I und II im Vergleich mit dem Aminostickstoff auf die 
Anwesenheit hochmolekularer Abbauprodukte neben Amino- 
siuren zu schlieBen. Dieses wurde auch dadurch bestitigt, 
da8B bei langerem Einwirken der salpetrigen Siure die Menge 
des entbundenen Stickstoffes anstieg. So betrug bei 15 Minuten 
Reaktionszeit der Aminostickstoff der Histidin—Arginin—Cytosin- 
fraktion 0,00145 g statt 0,00116 g. 

Die starke Differenz zwischen Gesamt- und Aminostick- 
stoff der Monaminosiiurefraktion muBte andererseits der An- 
wesenheit von Thymin (positive Reaktion nach Pauly), nebenbei. 
vielleicht auch von Prolin zugeschrieben werden (vgl. oben). 
Die Stickstofiverteilung in den Fraktionen bestitigte geniigend, 


1) Reaktionsdauer bei der Bestimmung nach vanSlyke 5 Minuten. 
*) Reaktionsdauer bei der Bestimmung nach van Slyke 45 Minuten. 
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daB im Plasmodium wirklich, als selbstindiger Koérper, ein 
Nucleoproteid vorhanden war, das in Begleitung von Glykogen 
vom Plastin leicht abgetrennt werden konnte. 

Neben Nucleoproteid und Glykogen lag in der untersuchten 
Fallung noch der gelbe Farbstoff vor, der eine starke Rot- 
farbung mit Schwefelsiure gab, durch Alkali gelést, durch 
Siiture ausgefallt werden konnte und den Charakter einer 
schwachen Siure besaB (siehe oben). Die nihere Untersuchung 
des Farbstoffes steht noch bevor. 

Der in n/82-Natronlauge ungelést gebliebene Teil des 
Plasmodiums wurde mit n/2-Natronlauge mehrmals extrahiert. 
Beim Ansiuern der abfiltrierten klaren dunkelbraunen Lésung 
entstand ein voluminéser Niederschlag, der sich weder bei 
neutraler, noch kohlensaurer, sondern nur bei deutlich essig- 
saurer Reaktion bildete. Vorher trat nur eine geringe Trii- 
bung ein. Der mit Wasser und Alkohol ansteigender Kon- 
zentration ausgewaschene Niederschlag wurde mit absolutem 
Alkohol entwiissert und im Vakuum getrocknet. Das pulverige 
hellbraune Eiweifstoffpriparat wog 2,75 g'), entsprach dem- 
nach 9,14°/, des anfanglichen Plasmodiums und enthielt nach 
Trocknen bei 110° 14,93°/, Stickstoff, 0,11°/, Phosphor und 
(.29°/, Schwefel. Ob der Phosphor dem betreffenden Kiweif- 
stoffe selbst oder dem in geringer Menge zuriickgebliebenen 
Nucleoproteid angehérte, was héchst wahrscheinlich war, blieb 
unentschieden. 

Diesem, wahrscheinlich noch bei langem nicht reinen 
Eiweibkérper, miiBte die historische Bezeichnung Plastin bei- 
behalten werden, bei der Voraussetzung, daf derselbe ein un- 
veraindertes Produkt darstellt. Letzteres ist aber méglicher- 
weise nicht der Fall, denn das unvermeidlich lange Einwirken 
der n/2-Lauge kénnte wohl kaum das Molekiil des nativen 
Plastins der Plasmodien ganz unberiihrt lassen.”) Bei seiner 
Verwandtschaft mit tierischen Albuminoiden, die ohne gewisse, 


') Annihernder Wert, da bei dem iiu8erst langsamen Filtrieren der 
alkalischen Lésung Verluste nicht zu vermeiden sind. 

*) A. Kiesel, Journ. f. experim. Biol. u. Medizin, 1927, Nr. 14 
(russisch). 
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oft starke Veriinderungen nicht in Lésung gebracht werden 
kénnen, mu das native Plastin beim Auflésen ihnliche Ver- 
inderungen erleiden. Welcher Art diese Verinderungen sind, 
mu8 noch durch spezielle Versuche festgestellt werden, doch 
ist eine innenmolekulare Racemisierung nach Dakin und 
Dudley!) kaum zu bezweifeln und eine teilweise Zerstérung 
der Guanidingruppen des Arginins”) mit Abspaltung von Harn- 
stoff unter gleichzeitiger Verarmurg an Stickstoff nicht aus- 
zuschlieBen.*) 

Die Verinderung des nativen Plastins folgt aber auch 
schon daraus, daB der nur mit stirkerem Alkali in Lésung 
zu bringende Eiweibkérper, wie eben angegeben wurde, spater 
auch bei neutraler Reaktion in Lésung bleibt und erst bei 
deutlich saurer Reaktion ausfillt. Dieses Verhalten, sowie das 
merkwiirdige Verhalten der schwach alkalischen Lisungen gegen 
Alkohol wurde schon frither fiir das aus dem Plasmodium von 
Reticularia lycoperdon dargestellte Plastin, ohne Beurteilung 
der stattgefundenen Verinderung desselben, festgestellt.*) 

Die niahere Charakterisierung des erhaltenen EKiweib- 
praparates, welches demnach schon verindertes Plastin dar- 
stellt, wurde teilweise durch Gruppenstickstoffbestimmungen, 
teilweise durch colorimetrische Bestimmung einzelner in seinem 
Aufbau beteiligter Aminosiuren vorgenommen. 

Dazu wurden 0,9753 g trocknen Eiweiges mit 20 ccm 
25°/,iger Schwefelsiure 24 Stunden auf freiem Feuer bei 
schwachem Kochen gehalten und dann die Hydrolysenfliissig- 
keit verarbeitet. Nach der Huminstickstoff- und Ammoniak- 
bestimmung wurde die Silberfillung und Silberbarytfillung 
bei Anwendung von Silberoxyd vorgenommen, worauf im Fil- 
trate nach dieser Fallung die Phosphorwolframsiurefillung 
ausgefiihrt wurde. Nach Freilegen der Spaltungsprodukte 
wurde der Gesamt- und Aminostickstoff nach van Slyke 
1) Jl. of Biol. Chem, Bd. 15, S. 263 (1913). 

*) A. Kossel u. F. WeiB, Diese Zs, Bd. 59, S. 492 (1909); Bd. 60, 
S. 311 (1909); Bd. 68, S. 165 (1910). 

5) A. Kiesel, Journ. exper. Biol. u. Med, 1927, Nr. 14. 

*) Diese Zs. Bd. 150, S. 149 (1925). 
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in den einzelnen Fraktionen bestimmt, sowie die colorimetrische 
Bestimmung von Histidin nach Hanke und Koessler?) und 
von Tyrosin nach P. Thomas?) vorgenommen. In einer anderen 
Portion des EiweiBes wurde versucht nach Angaben yon Fiirth 
und Dische?’) auch das Tryptophan trotz der stérenden Fir- 
bung der alkalischen KiweiBlésung colorimetrisch zu bestimmen. 
Im letzten Falle konnte jedoch keine quantitative Schitzung 
erreicht werden, da die stérende Nebenfirbung zu stark war. 




















Gesamt- Amino- 
stickstoff stickstoff 
. : 
in g al ine | Gee 
Ungeléster uauenaiall Riickstand | | 
(00508 g) ... . ° 0,0052 3,57 —- ; — 
Huminstoffe bei schwach saurer Ret: | | 
tion (BaSO,) . . . . . | 0,0159 | 10,9 - | — 
Huminstoffe bei schwach aliens | | 
Reaktion (MgO). . . . . . . 4 0,0031 2,13 — | = 
Ammoniak . . 0,0018 0,90 a a 
,, Nucleinbasen“ Silberfilung bei | | 
saurer Reaktion). . . 0,0011 0,76 — | 
Huminstoffe der Histidin~Arginin | | 
fraktion (AgCl) . . . . - | 0,0015 | 1,08 se ee 
Histidin-Argininfraktion. . . . . | 0,0375 25,76 |0,0141 | 9,69 
Lysinfraktion . . . . . . . «| 0,0098| 6,73 |0,0065 | 4,46 
Aminosiiurenfraktion . . . .. . 0,0595 | 40,87 |0,0449*) 30,844) 


Die beobachtete Stickstoffverteilung in den einzelnen Frak- 
tionen erlaubte, freilich nur sehr annihernd und ungenau, den 
Arginin- und den Lysingehalt des Hydrolysates zu bestimmen: 
der erste wurde aus dem Gesamtstickstoffgehalt der Arginin— 
Histidinfraktion mit Abzug des Stickstoffs des colorimetrisch 
gefundenen Histidins, der zweite aus dem Gesamtstickstoff der 
Lysinfraktion berechnet. Selbstverstiindlich muBten beide Werte 
dabei zu hoch geschitzt werden. Die Menge der Monoamino- 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 497 (1919); Bd. 43, S. 527 (1920). 
*) Ann. de |'Institut Pasteur Bd. 36, S. 253 (1922). 

8) Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 

*) 5 Min. Reaktionszeit; bei 40 Min. —0,0463 g und 31,80°,. 
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siiuren, mit AusschluB des colorimetrisch bestimmten Tyrosins, 
wurde unter der etwas willkiirlichen Annahme eines Stickstoff- 
mittelgehaltes derselben von 12°/, berechnet. Die mit Vor- 
behalt berechneten Zahlen sind eingeklammert. 

Histidin 1,08°/,; Arginin [11,0]°/,; Lysin [5,23]°/,; Tyrosin 
1,16°/,; andere Monoaminosiuren [49,67]°/,; Huminstoffe etwa 
[25]°/,; Ammoniak 0,16°/,, Tryptophan. 

Die sehr betriichtliche Huminstoffbildung deutet wohl 
deutlich darauf hin, da& das KiweiBpriparat entweder starke 
Beimengungen enthielt oder jedoch einen proteidartigen Aui- 
bau besaB. Es konnte auch beides der Fall gewesen sein, 
jedoch muf diese Frage einstweilen noch unbeantwortet bleiben. 
Jedenfalls waren aber keine Griinde vorhanden, das Plastin 
als ein Lipoproteid hinzustellen, wie es Lepeschkin fiir das 
von ihm angegebene Plasmatin tut (vgl. oben). Auch wider- 
spricht der geringe Phosphorgehalt entschieden dieser Annahme, 
Es wurde friither ausdriicklich betont’}, daB bei der Feststellung 
von Lipoproteinen ganz besondere Vorsicht nétig: ist. 

Die friiher begriindete Vorstellung, daB das Plastin einen 
albuminoidartigen EiweiBkérper bildet, der nur vielleicht mit 
einer prostetischen Gruppe verbunden ist, muB jedoch auch 
bei dem neuen Tatsachenmaterial bis auf weiteres vollkommen 
aufrecht bleiben. 

Kis war weiterhin von Interesse, das beim Ausfillen des 
Plastins durch Ansiuren erhaltene Filtrat auf seine Bestand- 
teile zu untersuchen. Das Filtrat wurde im Vakuum bei nied- 
riger Temperatur eingeengt und mit 2 Vol. 95°/, igem Alkohol 
versetzt. Der weibe etwas klebrige Niederschlag wurde in 
oben angegebener Weise entwissert und getrocknet. Sein Ge- 
wicht betrug 2,82 g, entsprach demnach 9,37°/, des anfing- 
lichen Plasmodiums. Der Niederschlag bestand zu 175,28°/, 
aus Glykogen, vielleicht auch mit anderen Polysacchariden ge- 
mengt?), und enthielt 7,64°/, Asche. 





1) A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 150, S. 165—67 (1925); Bd. 149, S. 234 
bis 235 (1925). 

*) Positive Glykogenreaktion. Bestimmt als reduzierender Zucker 
nach 8 stiindigem Erwirmen mit 2°/, Salzsiure im kochenden Wasserbade. 
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Dieser Befund bestitigt nochmals die schon Ofter ge- 
machten!) Angaben iiber die Schwierigkeit das Glykogen ohne 
Auflésen des Plastins dem Plasmodium mit Wasser zu extra- 
hieren. 

Was nun den durch n/2-Natronlauge unaufgelésten Teil 
des Plasmodiums anbetrifft, so bildete dieser etwa 3,09°/, des 
anfiinglichen Plasmodiums und enthielt 10,13°/, Stickstoff. 
Seine Untersuchung wurde nicht weiter vorgenommen. 


Zum SchluB ware noch der schon genannten Arbeit von 
N. Iwanow?) zu erwiahnen, in der ,der EiweiBstoff des Proto- 
plasmas“ der Myxomyceten untersucht wurde. 

Indem Iwanow ,,den Grundstoff der Myxomyceten — das 
Plastin —...als Kernsubstanz des Protoplasmas“ ansieht, nimmt 
er zu seiner Darstellung nicht nur Plasmodien, sondern auch 
,die braungefirbten Sporen“. Der aus diesen nach Ather-, 
Alkohol-, Wasser- und Sdureextraktion erhaltene Riickstand 
sollte nach Iwanow ,,gewissermaBen dem Plastin von Reinke“ 
entsprechen. Es bedarf jedoch wohl keiner weiteren Erliute- 
rung, dab dieser Riickstand beim Sporenmaterial in keiner Art 
dem Plastin von Reinke gleich kommen konnte. 

Bei Anwendung der Plasmodien fehite, wie auch bei Le- 
peschkin, die Extraktion mit schwachem Alkali, welches, wie 
wir schon sehen konnten, eine bedeutende Menge von Nucleo- 
proteiden in Lésung bringt. Davon hing sicherlich auch der 
schwankende Phosphorgehalt des ,,Plastins“ in den Versuchen 
von [wanow ab.’) Unerklirlich erscheint es deshalb, daB es 
Iwanow nicht gelingen wollte, ,.mit den gebrauchlichen Lésungs- 
mitteln ... die KiweiBstoffe aus dem Plastin zu extrahieren.* 
Freilich muBte dieses der Fall bei Anwendung von Sporen- 
material sein, da die derbe Sporenwand dem Hindurchtreten 
von KiweiB geniigend Widerstand leistet. Bei den Plasmodien 





') S. oben und A. Kiesel, a. a. O. 

Ve a. O. 

*) Gleiche Schwankungen wurden auch yon A. Kiesel erhalten, 
Diese Zs. Bd. 150, 8. 167ff. (1925). 
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jedoch bietet die Extraktion des Nucleoproteids weiter keine 
Hindernisse. Selbst das unlésliche Plastin in unserem Sinne 
liBt sich, wenn auch wohl nicht unverandert, extrahieren, und 
zwar durch Mittel (n/2-Natronlauge), die jedenfalls eine viel 
mildere und schonendere Wirkung ausiiben, als die von [wanow 
zur Hiweibextraktion angewendeten partiellen Siurehydrolysen.') 

Selbstverstindlich muBte weiterhin die zur Gewinnung des 
EKiweiges von Iwanow vorgenommene Fillung mit Phosphor- 
wolframsiure hauptsichlich den basenreicheren Anteil der Pro- 
dukte der partiellen Spaltung zur Abscheidung bringen. Aber 
auch von diesen, durch Phosphorwolframsiure abgeschiedenen 
Produkten, gingen ,,bis 50°/,“ wihrend ihrer Freilegung durch 
Baryt verloren, so daB schlieBlich ein ganz unbestimmter, 
jedoch basenreicher Anteil des _ ,,Plastins* zur Untersuchung 
kommen mu8te. Bei Beriicksichtigung dieser geniigend be- 
griindeter Betrachtungen werden aber alle Berechnungen von 
Iwanow hinfillig und das ,,Plastin* und der ibm zugrunde 
liegende KiweiBkérper muBte nach der Arbeit von Iwanow, 
wie zuvor, im Dunkeln bleiben. Schon die einfache Berech- 
nung der Angabe von Iwanow, daB 38,48°/, Eiwei8 und zu- 
gleich 11,05°/, Stickstoff im ,,Plastin“ enthalten sind, ergibt 
uns einen 28,72°/, igen Stickstoffgehalt in diesem FiweiB, wenn 
nur die Ausfiihrungen von Iwanow dabei nicht miBverstanden 
werden. Die Unméglichkeit eines solchen Stickstoffgehaltes 
ist selbstverstindlich; es widerspricht auch gleichzeitig den 
eigenen direkten Bestimmungen des Autors. 


Vorliegende Arbeit konnte somit den Nachweis eines, als 
selbstindiger Koérper auftretenden, nicht von dem iiblichen 
Typus abweichenden Nucleoproteids in den Plasmodien von 
Fuligo varians erbringen. Voraussichtlich bildet dieses Nucleo- 
proteid einen der wichtigsten Bestandteile des eigentlichen 
Protoplasmas. Seine Menge konnte auf nicht weniger als etwa 





') 10—15 Minuten dauernde Einwirkung von 24°), Salzsiiure auf 
dem Wasserbade, 2 stiindiges Erwiirmen mit 10°/, Schwefelsiiure auf dem 
Wasserbade; 48 stiind. Einwirken von 170°), iger Schwefelsiiure bei 30°. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVII. 1i 
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3,1°/, der Trockensubstanz des Plasmodium geschatzt werden, 
welches mit einer reichlichen Menge Reserve- (Ol, Glykogen) 
und Hilfsstoffen (Calcitumcarbonat, Farbstoff) versehen ist. 

Neben dem Nucleoproteid wurde der schon friher fiir das 
Plasmodium von Reticularia lycoperdon’) angegebene oder ein 
ihm nahe verwandter albuminoidartiger, das Skelett des sich 
entwickelnden Fruchtkérpers bildender KiweiBkérper gefunden, 
der dem als Plastin von Reinke bezeichneten Gemische zu- 
grunde lag, eine Protein- oder Proteidstruktur besitzt und der, 
als individueller Stoff, den historischen Namen Plastin in engem 
Sinne beibehalten kann. 


1) A. Kiesel, a.a. O. 












































Uber den Mechanismus der Hydrolyse von Guanidinen. 
Von 


Hans Lecher und Georg Demmler. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. April 1927.) 


Vor einigen Jahren haben Lecher und Graf?) versucht, 
die permethylierte Guanidoniumbase darzustellen. Lésungen 
dieses Hexamethyl-guanidonium-hydroxyds (If) leBen 
sich leicht erhalten; aber Versuche zur Isolierung waren 
miblungen, da sich dabei die Base in N, N, N’, N’- Tetramethyl- 
harnstoff (III) und Dimethyl-amin zersetzte. In Analogie 
zu &dbnlichen bekannten Fallen wurde die Zwischenbildung 
einer Pseudobase (II) angenommen, welche am _ gleichen 
Kohlenstoffatom Hydroxyl neben Dimethylamidogruppen trigt 
und daher gleich Dimethyl-amin abspalten muB: 

{C[N(CH,)e}}*OH- (1) ——-»> HO—C({N(CH;),}, (1D) 
——» O=C{N(CH,),], (I) + HN(CH,),. 

GGuanidoniumbasen, die nicht véllig alkyliert sind, 
lassen sich zwar nicht als Oniumbase, wohl aber als Anhydro- 
base isolieren. Sie kénnen auch die analoge Zersetzung in 
einen Harnstoff und ein Amin (oder Ammoniak) erleiden wie 
die peralkylierten Basen. 

Lecher und Graf schrieben daher damals: ,,Demnach 
kénnen sich Guanidoniumbasen in zweierlei Weise zersetzen: 

1, Sie gehen durch Wasserverlust in ihre Anhydrobase, 
ins Guanidin, iiber; diese Reaktion ist méglich bei allen Guani- 
doniumhydroxyden, welche am Stickstoff noch Wasserstoff ent- 


!) Liebigs Ann, d. Chem. Bd. 438, S. 159, 165 (1924). 
11* 
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halten, also z. B. beim Guanidonium-lon selbst und auch noch 
beim Pentamethyl-guanidonium.‘ 


"a, _NR, 
(‘srt a =e (‘=sr + HOH. (IV) 
| Une —NR, 


,2. Sie lagern sich in eine Pseudobase um, welche in 
Harnstoff und Amin zerfillt. Dies ist die typische Zersetzung 
der hexaalkylierten Basen. Sie tritt aber auch bei den nicht 
peralkylierten Basen ein, z. B. beim Kochen mit Barytwasser 
und unter dem Einflu8 von Enzymen. Hierher gehért die 
Spaltung des Guanidins in Harnstoff und Ammoniak, die des 
Arginins in Harnstoff und mithin, die des Kreatins in Harnstoff 
und Sarkosin oder ,Methyl-hydantoinsiure* und Ammoniak. 


NR, en NR, 4 


Dieses Schema enthilt nach unserer Ansicht alles wesent- 
liche, was iiber die Hydrolyse der Guanidine zu sagen ist. 
Sekundire Reaktionen, besonders solche, die von einer Ver- 
inderung des gebildeten Harnstofis im alkalischen Medium 
ausgehen, triiben mitunter das Bild.) 

Seit der eben zitierten Mitteilung von Lecher und Graf 
sind nun einige Arbeiten erschienen, welche sich mit dem 
Mechanismus der Hydrolyse der Guanidine beschaftigen und 
welche eine Diskussion erfordern. 


I. Treten Cyanamide oder Carbodiimide als Zwischenprodukte auf? 


KHmil A. Werner?) hat in tiberzeugender Weise gezeigt, 
da& die Hydrolyse des Harnstoffs in 2 Hauptstufen erfolet. 
Zuerst tritt die Umkehrung der Wéhlerschen Synthese, d. h. 
Spaltung in Ammoniak }- Isocyansiure (die mit Alkali Cyanat 


") Vgl. besonders J. Bell, Journ. chem. Soc. London 1926, 8. 1213 
und O. H. Gaebler, Jl. of Biol. Chem. Bd. 69, S. 613 (1926). 

*) Monographs on Biochemistry, The Chemistry of Urea, London 
1923, S 13, 31ff., 176; Journ. chem. Soc. London Bd. 113, 8. 84 (1918). 
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gibt) ein, dann wird die Cyansiéiure (oder das Cyanat) hydro- 
lysiert; z. B. 


HN’ a _ os. diikbeiea ; 
H-in >C=0') <2 NH, + HN=C=0; HN=C=0 <> HOC N; 


H 





HOC=N + NaOH ——-> NaOC=N + H,O. 
NaOCN + 2H,0 —> NH, + NaHCO,. 


Bei oberflichlicher Betrachtung kénnte man dieses Schema 
auch auf die Hydrolyse der Guanidine iibertragen, also an- 
nehmen, dai die Guanidine zuerst in Cyanamide oder 
Carbodiimide + Amin oder Ammoniak dissoziieren und 
daB dann das entstandene Cyanamid oder Carbodiimid 
Wasser zum Harnstoff anlagert; z. B.: 


H,N: . | 
Hix’ >C=NH <” NH, + HN=C=NH; HN=C=NH + H,O —» 
” HN 
“ Sc=0 
H,N% 


Diese Deutung ist aber aus folgenden Griinden unméglich: 

1. Die peralkylierten Guanidine werden in prinzipiell 
gleicher Weise zu Harnstoffen und Aminen hydrolysiert, ob- 
wohl in ihrem Fall dieses Reaktionsschema nicht anwend- 
bar ist. 

2. Guanidine sind meist sehr starke Basen. In wiiBriger 
Lésung kann das Gleichgewicht (1[V) zwischen den Ionen der 
Base und der Anhydrobase die letztere nur in sehr kleiner 
Konzentration enthalten. 

3. Die Anhydrobasen selbst, isoliert oder gelést in indif- 
ferenten Lésungsmitteln, zersetzen sich bei ’emperaturen, bei 
welchen die Hydrolyse rasch erfolgt, nicht oder nur langsam. 
Alkylierte Guanidine kann man haufig unzersetzt destillieren 
bei Temperaturen, bei welchen sie in waBriger Lésung, d. h. 
als Oniumbase bzw. Pseudobase, Zersetzung, Hydrolyse erleiden. 

M. Bergmann und H. Koster’) zeigten kiirzlich, daB 
ylriacetyl-anhydro-arginin® (V) durch Wasser schon in 





') Werner beniitzt eine andere Harnstofformel. 
2) Diese Zs. Bd. 159, S. 179 (1926). 
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der Kilte hydrolysiert wird, wahrend es ,im_ wasserfreien 
Medium wenig zersetzungslustig* ist, also ,zur Zerlegung seines 
Guanidinrestes offenbar der Mitwirkung von Wasser oder hydr- 
oxylhaltigen Mitteln“ bedarf. 





NH-COCH, NH-COCH, 
CH, -CH,-CH, -CH-CO CH,-CH,-CH,-CH-CO 
ag 
U=N(COCHs) (V) CO-NH-COCH, 
NH(COCH,) is COcH, 


4, Endlich bilden sich aus Cyanamiden und Carbodiimiden 
unter den Bedingungen der Guanidinhydrolyse hautig gar keine 
Harnstoffe. So stellt Emil A. Werner?) fest: ,,No investigator, 
so far as the writer is aware, has ever yet claimed to have 
obtained urea by heating cyanamide either with water alonel 
or with an aqueous alkaline solution.“ Auch James Bell”), 
welcher die Hydrolyse des Guanidins und ihre Begleitreaktionen 
jiingst griindlich untersucht hat, spricht sich gegen die An- 
nahme von Cyanamid als Zwischenprodukt aus. Merkwiirdig 
ist es, daB die Dubliner Schule die Arbeiten Lechers und 
seiner Mitarbeiter iiber die peralkylierten Guanidine ignoriert 
und nach wie vor die langst widerlegte*) sonderbare Guanidin- 
Formulierung von Krall#) benutzt. 


II. Treten Biguanide als Zwischenprodukte auf? 


Betrachten wir nun die Zersetzung von Guanidonium- 
basen (VI), deren Amidogruppen verschieden substituiert sind. 
Nach dem Schema von Lecher und Graf entsteht zuniichst 
eine Pseudobase (VII), in welcher die verschiedenen Amido- 
gruppen gleichartig an den Guanidinkohlenstoff gebunden sind. 
Diese Pseudobase kann bei Verschiedenheit zweier Stickstoff- 


— 


') The Chemistry of Urea, 8. 80; vgl. auch S. 89. 

*) a. a. O. S. 164, Anm. 1. 

5) Lecher u. Graf, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 438, S. 158 (1924). 
*) Journ. chem. Soc. London Bd. 107, 8. 1396 (1915). 
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reste in zwei, bei Verschiedenheit aller 3 Stickstofigruppen 
offenbar in drei verschiedenen Richtungen zerfallen: 


a 
O= HNR 
A NNR”, * 
NR, ]* —NR, / NR 
NR’, | OH™ —»> HO—( —NR,——> 0=C¢ + HNR, . 
NR’ A } —N eX N n”, 
‘ NR 
*o=c¢” + HNR’, 
NR’, 
Vi vil 


Ob und welche Richtungen der Spaltung bevorzugt werden, 
wird von dem Verhialtnis der Reaktionsgeschwindigkeiten und 
dieses von dem Verhiltnis der Haftfestigkeit der verschiedenen 
Amidoreste abhingen. 

Auf der 39. Hauptversammlung des Vereins Deutscher 
Chemiker in Kiel 1926 teilte H. Schotte’) mit, daB der dem 
Kreatin entsprechende Alkohol ,,Kreatinol* (VIII) durch 
1 n-Lauge bei Zimmertemperatur in 2 Wochen hydrolysiert 
wird, wobei aus 2 Molekiilen Kreatinol je 1 Molekiil Harn- 
stoff + N-Methyl-colamin ([X) und N-Methyl-N-(w-oxyithyl'- 
harnstoff (X) + Ammoniak entstehen. Diese Spaltung ist nach 
unserer Ansicht in folgender Weise zu deuten: 








CH, CH, ? 
es tae H,O = (xu OH- — 
/—NH, ‘NH, 
VIL Base 
NEL ACH, 1X 
CH O=C¢ - HNC 
\— i<K 3 A ‘NH, CH,CH,OH 
H0—( — \ nCHs 
~—NH, ™ O=C’ CH,CH,OH + NH,. 
Pseudobase \NH, xX 


Die beiden méglichen Richtungen wiirden hier eben mit 
etwa gleicher Geschwindigkeit verlaufen und deshalb Aqui- 
molekulare Ausbeuten an den verschiedenen Reaktionsprodukten 
liefern. 


‘) Ztschr. angew. Chem. Bd. 39, 8. 677 (1926). 
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Dagegen vertritt Schotte die Ansicht, daB ,,mindestens 
fiir bestimmte Fille, die Anschauungen iiber den Mechanismus 
der Alkalihydrolyse von Guanidinen einer Korrektur“ bediirfen 
und durch folgendes Schema ersetzt werden sollen: 


a. (one x1 oe 
UNH xt — UX, XI + NH, 

RN. NR, RN NR, 
eS ifs) = Cah = ie a 
nF * NN HN? H  \NH 

RN | NH R,N NH 

“ NSoin—o/% » Site "ies 
\C-_N—C¢ a =O + H,N—C +HNR 
C.HN? 'H WNR, HN” No 





+ HO—H +HO —H XIV XV 


Das as. Dialkylguanidin (XI), z. B. Kreatinol (R=CH,, 
CH,CH,OH), soll nach A. in Ammoniak und ein Dialkyl- 
cyanamid (XII) dissoziieren. Letzteres soll nach B. mit noch 
unverindertem Guanidin ein Biguanidderivat (XIII) bilden. 
Das Biguanid endlich wiirde nach C. bei der Hydrolyse ein 
sekundiires Amin und zwei verschiedene Harnstoffe (XIV und 
XV) in fquivalenten Mengen liefern. Wenn sich eine solche 
Reaktionsfolge in vitro genau so abspielen wiirde wie auf dem 
Papier, wiirde sie in der Tat die beiden Harnstoffe, Ammoniak 
und das sekundire Amin in aquimolekularen Mengen liefern, 
wie es die Hydrolyse des Kreatinols nach Schotte tut. Wir 
werden indes im folgenden die Unméglichkeit dieses Schemas 
an einem ganz einfachen Modell beweisen. 


Wir benutzten als Modell eines as. Dialkyl-guanidins das 
as. Diathyl-guanidin (XI, R—C,H,, XVII), welches wir aus 
S-Methyl-thiuronium-jodid (XVI) und Diathylamin erhielten: 
HN, 


HNY ee 
XVI 


HJ, 


HN, 
CH,SH + HJ,  SC—N(C,H,),. 
HNZ 


4 


XVII 
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Diese Synthese wurde bereits von H. L. Wheeler und G.S. Ja- 
mieson') und von M. Schenck’) zur Herstellung des entsprechenden 
as. Dimethyl-guanidins benutzt. Sie gibt tibrigens unter unseren 
Bedingungen in der Athylreihe schlechte Ausbeuten und kann hier nicht 
empfohlen werden. 

Das as. Diathyl-guanidin ist schon von EK. Erlenmeyer®) 
aus Cyanamid und Diathyl-ammonium-chlorid als salzsaures 
Salz erhalten worden; auch die Base selbst muB er dar- 
gestellt haben, da sich in der Literatur eine krystallographische 
Beschreibung findet*), hat aber iiber ihre Bereitung und son- 
stigen Eigenschaften nichts verdéffentlicht. Sie bildet hygro- 
skopische Nadeln vom Schmelzp. 88—89° und labt sich uxuter 
1mm Druck bei 94° unzersetzt destillieren. 

Die Hydrolyse fithrten wir durch Kochen mit Baryt- 
wasser durch, bis 1 Aquivalent fliichtiger Basen abgespalten 
war. Nach dem Schema Schottes (R—C,H,) hitten dabei 
je */. Aquivalent Ammoniak und Diiithyl-amin entstehen miissen. 
Wir fanden indes mehr Diathyl-amin und weniger Ammoniak. 
Da bei der Hydrolyse von Guanidinen aber Sekundirreaktionen 
stattfinden, welche von einer Weiterveriinderung der gebildeten 
Harnstofie herriihren®), legten wir diesem Befund, der gegen 
Schottes Formulierung sprach, keine entscheidende Be- 
deutung bei, sondern priiften die Méglichkeit der Reaktions- 
phasen A. und B. des Schemas. 


Schon im J. Kapitel wurde erwihnt, daB die Guanidine 
unter den ‘’emperaturbedingungen der Hydrolyse oft gar keine 
Tendenz zeigen, sich im Sinne von Phase A in Cyanamid + 
Amin (oder Ammoniak) zu spalten. Unser Diithyl-guanidin 
1iBt sich bei 94° unzersetzt destillieren, so daB schon die erste 
Reaktion A Schottes hier bei der Hydrolyse nicht in nennens- 
wertem AusmaBe eintreten kann. 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, 8. 111 (1908). 

*) Diese Zs. Bd. 77, S. 346 (1912); vgl. auch Phillips u. Clarke, 
Journ. Amer. chem, Soe. Bd. 45, S. 1755 (1928). 

3) Chem. Ber. Bd. 14, 8S. 1869 (1881). 

4) K. Haushofer, Ztschr. f. Krystallogr. Bd. 7, S. 282 (1883). 

5) Vgl. Bell, sowie Gaebler, a. a. O. S. 164, Anm. 1. 
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Die Reaktionsphase B, die Addition von as. Dii- 
thyl-guanidin an Diathyl-cyanamid (XII R=C,H,) er- 
folgt ebenfalls nicht; sogar beim Erhitzen des Guanidins in 
einemgr oBen UberschuB von Diithylcyanamid auf 100° tritt 
keine Reaktion ein. Das war uns nicht iiberraschend, da nach 
unseren Erfahrungen Dialkyl-cyanamide auch Ammoniak und 
Amine nicht addieren; im Gegensatz zu den Dialkyl-carbo- 
diimiden, welche leicht mit Aminen oder Ammoniak Guanidine 
liefern. Diathyl-cyanamid gab weder mit Ammoniak, noch mit 
Ammoniumchlorid as. Diithyl-guanidin. 

So erscheint Schottes Hydrolysenschema gerade fiir 
die as. Dialkyl-guanidine, zu denen auch das von ihm 
untersuchte Kreatinol gehért, unméglich. In anderen 
giinstigeren Fallen werden sich einzelne seiner Reaktionsphasen 
realisieren lassen; aber wir bezweifeln, daB die ganze kompli- 
zierte Reaktionsfolge bei der Hydrolyse von Guanidinen jemals 
eine nennenswerte Rolle spielt. 


III. Die Einwirkung sekundarer aliphatischer Amine auf 
Jodcyan. 


Es wurde eben erwaihnt, daB Dialkyl-cyanamide nicht 
Amine addieren. In scheinbarem Widerspruch hierzu steht 
die Beobachtung von M. Schenck}, daB aus Jodcyan und Di- 
methyl-amin s. Tetramethyl-guanidin (XVIII) entsteht; 
nach Schenck soll dabei zuniichst Dimethyl-cyanamid gebildet 
werden, und dieses soll dann mit einem weiteren Molekiil Di- 
methyl-amin das Guanidin liefern: 

JC=N + 2HN(CH,), —-> (CH,),N—C=N + (CH,),NH, HJ 


NH 
(CH,),N—C=N + HN(CH,), —> (CH,),N—CK XVIII 
N(CHs), 


Wir haben diese Reaktion in der Atbylreihe durchgefiihrt 
und aus Jodcyan und viel iiberschiissigem Diithylamin eben- 
falls das Guanidin, niimlich das noch unbekannte s. Tetra- 
ithyl-guanidin (XIX) erhalten; diese Base ist fliissig und 


') Arch. Pharmaz. Bd. 247, $. 495 (1909); Diese Zs. Bd. 141, 8. 141 
(1924). 
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siedet unter 13mm bei 92% Aber neben dem Guanidin iso- 
lierten wir aus dem Reaktionsgemisch Diithyl-cyanamid, 
welches trotz des groBen Uberschusses an Amin nicht mit 
diesem reagiert hatte! Dies zeigt, daB jedenfalls hier Diathyl- 
cyanamid nicht Zwischenprodukt zum Guanidin, sondern Neben- 
produkt ist. Wahrscheinlich verliuft die Reaktion in folgender 
Weise: 


UNH 
(C,H,),NH + JC=N —-> J—C¢ 
‘N(C,H5)2 
NH 
1 Y Y 
‘te (CAH N-CE - XIX 
(C,H,),NH + J—C@ — a 
NN(C,H,)s *~ . an 
, (C,H,),NH, HJ + C& 
N(C,H;), 


Auf die Reaktionsfibigkeit der C=N-Gruppe in den Halogen- 
cyunen hat bereits Hermann Schneider in einer unter Lei- 
tung von H. Staudinger ausgefiihrten Promotionsarbeit}) hin- 
gewlesen. 

Experimenteller Teil. 
as. Diathyl-guanidin (Hormel XVII). 

Darstellung des rohen Hydrojodids. — Eine Liésung 
von 42g s-Methyl-thiuroniumjodid in 200ccm Methanol 
wird mit 40 ccm trocknem Diithylamin versetzt und 8 Stunden 
unter Riickflu8B gekocht. Dabei wird Methylmercaptan ent- 
wickelt, das man in vorgelegter alkoholischer Quecksilber- 
chloridlésung auffangen kann; nach etwa 4 Stunden findet man 
in dieser Vorlage die berechnete Menge Methyl - mercapto- 
quecksilberchlorid. Nach dem Eindampfen der Loésung des 
Reaktionsproduktes erhilt man einen z.T. krystallisierten, z.'T’. 
verschmierten Riickstand von gelblicher Farbe. Es hat sich 
nicht als vorteilhaft erwiesen, aus diesem rohen Hydrojodid 
das freie Guanidin zu isolieren; es ist zweckmiBiger, zuerst 
das Pikrat darzustellen. 


1) ,.Uber den EinfluB von Substituenten auf die Ketengruppe“, 
Ziirich 1916, S. 126 u. 129. 
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Pikrat. — Der Riickstand wird in 100 ccm Wasser gelést 
und mit gesittigter wiBriger Pikrinsiurelésung versetzt, bis 
nichts mehr ausfallt. Das Filtrat von dieser ersten Fillung 
engt man ein und fallt nochmals. Man braucht dabei viel 
weniger als die berechnete Menge Pikrinsaiure und erhalt auch 
zu wenig Pikrat. Das Rohpikrat wird durch Waschen mit 
Wasser und Alkohol gereinigt und aus Methanol oder Alkohol 
umkrystallisiert, wobei ein Teil in der Hitze ungelist bleibt. 
Ausbeute an reinem Produkt 14,5—15,0¢ statt 66,3 g. 


Schiittelt man eine Lésung des Rohjodids in 800 cem Wasser mit 
der berechneten Menge fester Pikrinsiiure, so erhilt man ein Gemisch 
von viel unverbrauchter Pikrinsiiure mit as. Diithyl-guanidoniumpikrat 
und einem sehr schwer léslichen unschmelzbaren Pikrat (vielleicht Guani- 
doniumpikrat). Die Aufarbeitung ergibt auch keine bessere Ausbeute 
an dem Pikrat des as. Diaithyl-guanidins. 

Lange, gelbe Nadeln, leicht léslich in Aceton, schwer in 
Chloroform. Zwischen 221 und 224° (korr.)) tritt Schmelzen 


zu orangeroter Fliissigkeit ein, anscheinend unter Zersetzung. 


0,1471 g Substanz gaben 32,6 ccm trockn. N (729 mm, 28°). 
C,H,,N,+C,H;0,N; (= 344,18) Ber. N 24,42°/, Gef. N 24,52°/. 


Hydrochlorid. — 15g Pikrat werden in 100 ccm Nitro- 
benzol aufgeschlimmt, wobei ein Teil in Lésung geht. Man 
schiittelt dann mit 100ccm konzentrierter Salzsiure aus und 
trennt nach Zusatz von etwas Wasser. Die wiBrige Schicht 
wird durch fiinfmaliges Ausschiitteln mit je 20 ccm Nitrobenzol 
ganz von Pikrinsiure befreit und dann unter vermindertem 
Druck eingedampft. Es hinterbleibt ein teils Gliges, teils 
krystallisiertes Produkt, das im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
ganz krystallisiert. Zur Reinigung kann man in wenig absolutem 
Alkohol lésen und unter Kiihlung mit trocknem Ather fallen. 
Ausbeute 90°/,. 

Farblose Krystalle, die nach kurz vorhergehendem Sintern 
bei 148—149° (korr.) anscheinend unter Zersetzung schmeizen; 


a a 


) Fromm u. Adler, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 447, S. 290 (1926), 
Schmelzp. 220° unter Zersetzung; R. Klingner, Diese Zs. Bd. 155, 8.237 
(1926), Schmelzp. 224—225° 
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sehr leicht léslich in Wasser und Alkohol, miBig in Chloro- 
form, unldslich in Ather. 

0,1302 g Substanz gaben 0,1887 g CO,, 0,1098 g H,0. 

0,1889 ¢g ‘i » 33,82 eem trockn. N (15°, 728 mm). 

0,1389 ¢g ‘ 5  0,1309 g AgCl. 

C,H,,N; + HCl (= 151,59) 
Ber. C 29,58°/, H 9,31°/, N 21,72°/, Cl 23,39°/, 

Gef. ,, 39,53 » 9,44 y 27,64 > 23,31 

Anhydrobase. — 5,9 g Hydrochlorid werden unter 200 ecm 
Ather tropfenweise mit 20 ccm 50°/,iger Kalilauge versetzt; 
man schiittelt dabei und trennt schlieBlich die Atherschicht 
ab. Der iatherische Extrakt wird mit Kaliumcarbonat ge- 
trocknet und bei KohlendioxydausschluB unter vermindertem 
Druck eingedampft. Es hinterbleiben 3,7g Base in langen 
verfilzten Nadeln. 

Farblose hygroskopische Nadeln, leicht léslich in Wasser, 
Alkohol, Benzol; weniger leicht in Ather, aus dem beim Kin- 
engen lange Nadeln erhalten werden. Schmelzp. 88—89° (unkorr.). 
Im Hochvakuum unzersetzt destillierbar; Siedep.; mn» = 94”. 

0,1438 g Substanz gaben 0,2739 g CO,, 0,1438 g H,O. 

C,H,,N, (= 115,12) Ber. © 52,12°/, HH 11,38°), 
Gef. ,, 51,95 =’ Saaae 


Hydrolyse des as. Diathyl-guanidins. 

4,018 g Hydrochlorid des as. Diaithyl-guanidins 
wurden mit 150ccm gesittigtem Barytwasser gekocht. Win 
von Kohlendioxyd befreiter Luftstrom fiihrte das gebildete Am- 
moniak und Diathylamin durch einen Tropfenfiinger und einen 
absteigenden Kiihler in eine Volhardsche Vorlage. Diese 
Vorlage enthielt 26,46 ccm n/1-Salzsiure, d. i. genau die Menge, 
welche bei einer Spaltung bis zur Harnstoffstufe dem gebildeten 
Ammoniak +- Diithylamin Aquivalent wire; die Siure enthielt 
Methylorange. Das Erhitzen wurde bis zum Umschlag des 
Indicators fortgesetzt, der nach 4!/, Stunden eintrat. Dann 
wurde die Fliissigkeit in der Vorlage stark salzsauer gemacht 
und eingedampft. Der Riickstand wurde im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet und mit heiSem Chloroform extra- 








174 Hans Lecher und Georg Demmler, 


hiert. Der Chloroformextrakt hinterlie® beim Kindampfen das 
Diathylamin-hydrochlorid, welches durch Lésen in abso- 
lutem Alkohol und Fallen mit trocknem Ather noch gereinigt, 
durch Schmelzpunkt und Mischprobe identifiziert wurde. Der 
chloroform-unlésliche Riickstand war Ammoniumchlorid. 


NH,Cl Gef. 0,555 g Ber. nach 0,708 g 
(C,H;).NH,Cl » ite Scheina auf 8.168 1,450¢ 


Versuche tiber die Addition von Ammoniak an Diathyl- 
cyanamid. 


1. Diathyl-cyanamid und Ammoniak. — Durch 5g 
Diithyl-cyanamid wurde 3 Stunden lang trocknes Ammoniakgas 
geleitet. Nachher konnten durch Destillation unter vermin- 
dertem Druck 4,7g unveriindert zuriickgewonnen werden. In 
gleicher Weise verlief ein bei 100° ausgefithrter Versuch. — 
Ferner wurden 9,8 g Diathyl-cyanamid mit 80ccm 30°/, iger 
wiBriger Ammoniaklésung 14 Stunden geschiittelt; durch Aus- 
ithern und Destillieren wurden 9,5g unverindertes Ausgangs- 
material wiedergewonnen. 

2. Diathyl-cyanamid und Ammoniumchlorid. — 
Kine Lésung von 9,8 g Diathyl-cyanamid in 30cem 95°/, igem 
Alkohol wurde mit 5,3 g Salmiak 14Stunden unter RiickfluB 
gekocht. Da das Hydrochlorid des as. Diithyl-guanidins alkohol- 
léslich ist, hatte das Ammoniumchlorid bei dessen Bildung 
allmaihlich verschwinden miissen. Tatsichlich aber wurde nach 
Beendigung des Erhitzens sowohl der Salmiak wie das Cyanamid 
unveraindert zuriickgewonnen. — Bei einem anderen Versuche 
wurden die gleichen Mengen wie oben ohne Lésungsmittel mit- 
einander 3 Stunden lang auf 180° erhitzt; auch hier konnten 
die Ausgangsmaterialien ohne Verinderung zuriickerhalten 
werden, 


Versuche tiber die Addition von as, Diathyl-guanidin an 
Diathyl-cyanamid. 


1. Eine Lésung von 5,9 g as. Didthyl-guanidin-hydro- 
chlorid in 60 ccm absolutem Alkohol wurde mit einer Lisung 
der berechneten Menge Natrium in absolutem Alkohol versetzt. 
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Die vom abgeschiedenen Natriumchlorid befreite alkoholische 
Lésung der Base wurde mit 3,8g Diaithyl-cyanamid (wie 
berechnet) gemischt. Nach 24stiindigem Stehen wurde die 
Mischung mit 8,9g Pikrinsiure in alkoholischer Lésung ver- 
setzt; d.i. die Menge, welche zur Neutralisation des angewandten 
Guanidins nétig wire. Aus dem Gemisch wurde unter ver- 
mindertem Druck zuerst der Alkohol, dann das Diathyl-cyan- 
amid abdestilliert. 3,5g unverandertes Diithyl-cyanamid 
wurden wiedergewonnen. Der Riickstand war leicht verun- 
reinigtes as, Didthyl-guanidoniumpikrat. 

2. 2,6g reines as. Diithyl-guanidin wurden in einem 
groBen UberschuB (15,2 ccm) Diathyl-cyanamid gelést. Die 
Mischung wurde unter Ausschlu8 von Luft-Kohlenséiure und 
-leuchtigkeit 3 Stunden auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten 
versetzten wir mit 50ccm Wasser und mit Ather und s&ttigten 
das Gemisch mit Kohlendioxyd, um das Guanidin ins Carbonat 
zu verwandeln. Das Diaithyl-cyanamid wurde danuo mit 
Ather extrahiert und durch Destillation unter vermindertem 
Druck fast in der angewandten Menge wieder zuriickgewonnen. 
Die waiBrige Schicht wurde salzsauer gemacht und im Vakuum 
eingedampft; das verbliebene Hydrochlorid wurde im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und durch Lésen in Alkohol 
und Fillen mit Ather unter starker Kihlung einige Male ge- 
reinigt. Es wurden so 3,19 ¢ (statt 3,42 g) reines as. Diathyl- 
guanidoniumchlorid wiedergewonnen und durch Mischprobe 
identifiziert. 


Bildung von s. Tetradithyl-guanidin (X]X) aus Jodcyan und 
Diathylaminr. 

Man bringt in ein Bombenrohr 30 ccm trocknes Diithyl- 
aiin und trigt unter guter Kiihlung in Portionen 6g festes 
Jodcyan ein. Man schmilzt dann zu und erhitzt 3 Stunden 
auf 100° Der gesamte Rohrinhalt, welcher aus zwei Schichten 
besteht, wird mit Ather behandelt, die dabei abgeschiedenen 
Hydrojodide werden mit 50°/iger Kalilauge zerlegt und eben- 
falls ausgeiithert. Die Atherextrakte werden vom Ather und 
unverbrauchten Diithylamin befreit. Der Riickstand wird im 








174 Hans Lecher und Georg Demmler, 


hiert. Der Chloroformextrakt hinterlie® beim Kindampfen das 
Diathylamin-hydrochlorid, welches durch Lésen in abso- 
lutem Alkohol und Fallen mit trocknem Ather noch gereinigt, 
durch Schmelzpunkt und Mischprobe identifiziert wurde. Der 
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1. Diathyl-cyanamid und Ammoniak. — Durch 5g 
Diithyl-cyanamid wurde 3 Stunden lang trocknes Ammoniakgas 
geleitet. Nachher konnten durch Destillation unter vermin- 
dertem Druck 4,7 g unveriindert zuriickgewonnen werden. In 
gleicher Weise verlief ein bei 100° ausgefiihrter Versuch. — 
Ferner wurden 9,8 g Didthyl-cyanamid mit 80ccm 30°/, iger 
wiBriger Ammoniaklésung 14 Stunden geschiittelt; durch Aus- 
ithern und Destillieren wurden 9,5g unveraindertes Ausgangs- 
material wiedergewonnen. 

2. Diathyl-cyanamid und Ammoniumchlorid. — 
Kine Liésung von 9,8 g Diaithyl-cyanamid in 30 ccm 95°/, igem 
Alkohol wurde mit 5,3 g Salmiak 14Stunden unter RiickfluB 
gekocht. Da das Hydrochlorid des as. Diithyl-guanidins alkohol- 
léslich ist, hatte das Ammoniumchlorid bei dessen Bildung 
allmihlich verschwinden miissen. Tatsichlich aber wurde nach 
Beendigung des Erhitzens sowohl der Salmiak wie das Cyanamid 
unverindert zuriickgewonnen. — Bei einem anderen Versuche 
wurden die gleichen Mengen wie oben ohne Liésungsmittel mit- 
einander 3 Stunden lang auf 180° erhitzt; auch hier konnten 


die Ausgangsmaterialien ohne Verinderung zuriickerhalten 
werden. 


Versuche tiber die Addition von as, Diathyl-guanidin an 
Diathyl-cyanamid. 
1. Kine Liésung von 5,9g as. Diithyl-guanidin-hydro- 
chlorid in 60 ccm absolutem Alkohol wurde mit einer Lisung 
der berechneten Menge Natrium in absolutem Alkohol versetzt. 
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Die vom abgeschiedenen Natriumchlorid befreite alkoholische 
Lésung der Base wurde mit 3,8g Diaithyl-cyanamid (wie 
berechnet) gemischt. Nach 24stiindigem Stehen wurde die 
Mischung mit 8,9g Pikrinsiure in alkoholischer Lésung ver- 
setzt; d.i. die Menge, welche zur Neutralisation des angewandten 
Guanidins nétig wire. Aus dem Gemisch wurde unter ver- 
mindertem Druck zuerst der Alkohol, dann das Diithyl-cyan- 
amid abdestilliert. 3,5g unverandertes Diathyl-cyanamid 
wurden wiedergewonnen. Der Riickstand war leicht verun- 
reinigtes as, Didthyl-guanidoniumpikrat. 

2. 2,6g reines as. Diathyl-guanidin wurden in einem 
groBen UberschuB (15,2 ccm) Diithyl-cyanamid geldst. Die 
Mischung wurde unter AusschluB von Luft-Kohlenséure und 
-leuchtigkeit 3 Stunden auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten 
versetzten wir mit 50ccm Wasser und mit Ather und sattigten 
das Gemisch mit Kohlendioxyd, um das Guanidin ins Carbonat 
zu verwandeln. Das Diithyl-cyanamid wurde danu mit 
Ather extrahiert und durch Destillation unter vermindertem 
Druck fast in der angewandten Menge wieder zuriickgewonnen. 
Die waBrige Schicht wurde salzsauer gemacht und im Vakuum 
eingedampft; das verbliebene Hydrochlorid wurde im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und durch Lésen in Alkohol 
und Fillen mit Ather unter starker Kiihlung einige Male ge- 
reinigt. Es wurden so 3,19 ¢ (statt 3,42 g) reines as. Diathyl- 
guanidoniumchlorid wiedergewonnen und durch Mischprobe 
identifiziert. 


Bildung von s. Tetradithyl-guanidin (X]X) aus Jodcyan und 
Diathylamin. 

Man bringt in ein Bombenrohr 30 ccm trocknes Diathyl- 
ainin und triigt unter guter Kihlung in Portionen 6g festes 
Jodcyan ein. Man schmilzt dann zu und erhitzt 3 Stunden 
auf 100°. Der gesamte Rohrinhalt, welcher aus zwei Schichten 
besteht, wird mit Ather behandelt, die dabei abgeschiedenen 
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Vakuum der Wasserstrahlpumpe destilliert, das Destillat wird 
in feuchtem Ather gelist und mit Kohlensiure gesittigt, wobei 
sich das Carbonat des s. Tetraithyl-guanidins ausscheidet, 
wihrend aus der itherischen Mutterlauge 1,4 g Diithyl- 
cyanamid gewonnen werden. Das Carbonat wird wiederum 
mit 50°/,iger Kalilauge zerlegt, die freigemachte Base mit 
Ather extrahiert und nach Trocknung mit Kaliumcarbonat 
unter vermindertem Druck destilliert. Ausbeute 1,8 g statt 6,7 g. 

Das s. Tetraithyl-guanidin bildet eine farblose Fliissig- 
keit. Siedep.10 mm = 83,5° (korr.), Siedep.13 mm = 92° (korr.). 

0,1687 g Substanz gaben 0,3906 g CO,, 0,1884 g H,0O. 

C,H,,N, (= 171,20) Ber. C 63,08°, HH 12,37°, 
Gef. ,, 63,15 12,50 

0,1193 g brauchten zur Neutralisation (Phenolphthalein) 7,00 ccm 
statt 6,97 cem n/10-Salzsiure. 

Das Pikrat des s. Tetraithyl-guanidins fallt leicht slg 
aus. Dagegen scheidet Platinchlorwasserstoffsiure ein gut 
krystallisiertes schwer lésliches Chloroplatinat ab, das sich 
durch Umkrystallisieren aus Alkohol reinigen lat. Orangegelbe 
Nadeln, die nach Sintern ab 203° bei 207° (korr.) unter Dunkel- 
farbung, Aufschiumen und starker Zersetzung schmelzen. 


0,0880 g Substanz gaben 0,0228 g Pt. 


2 C,H,,N, + H,PtCl, (= 752,36) Ber. Pt 25,949/,  Gef. Pt 25,91 °%,. 











Antwort auf die ,,.Bemerkungen iiber ungesittigte Dipeptid- 
anhydride und tiber Dehydrierune von Aminosiurederivaten“ 
von Max Bergmann.?) 


Vou 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Talle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, April 1927.) 


Max Berginann beanstandet das Fehlen des Hinweises auf die 
bereits vorliegende Literatur in zwei von mir und Rossner ver- 
Offentlichten Arbeiten.*) Er fiihrt insbesondere drei Fille an. Sie seien 
in aller Kiirze cinzeln besprochen. 

1. Das d,l-Dileucyl-cystin-anhydrid ist von M. Bergmann und 
 Stather bereits verdffentlicht gewesen. Ich bedaure, das iiberschen 
zu haben. Von Rossner und inir ist ausdriicklich hervorgehoben worden, 
daB Bergmann und Stather das entsprechende d,l-Alanylderivat dar- 
gestellt haben. In der Tat sind yon mir. beide genannten Anhydride 
lange bevor die in Frage kommenden Arbeiten von Bergmann und 
Stather erschienen sind, dargestellt worden. Unsere Untersuchungen, 
die ein Doktorand zur weiteren Ausarbeitung erhalten hatte, wurden 
durch die in dieser Zeitschrift verdffentlichte Arbeit von Bergmann 
und Stather itiberholt. Im Glauben, daB auBer dem Glyeyl- auch 
das d,l-Leucylderivat noch nicht veréffentlicht sei, haben wir dieses in 
unserer Verdffentlichung anhangsweise angefiigt. Bergmann und 
Stather haben das Alanylderivat iu dieser Zeitschrift verédffentlicht 
und das Leueylderivat in Liebigs Annalen bekannt gegeben. Die 
letztere Zeitschrift ist uns nicht zuginglich. Die von Bergmann 
nach seiner Mitteilung abgesandten Sonderabdrucke sind nicht in 
meine Hiinde gelangt. Ich konnte nicht auf die Idee kommen, dab 
ein so eng begrenztes Arbeitsgebiet, wie es die Cystinanhydride darstellt, 
an zwei verschiedenen Orten zur Veréffentlichung kommen wiirde. Selbst- 
verstiindlich wire die Erwihnung des Leucyl-eystin-anbydrids fort- 
eeblieben, wenn mir die in Frage kommende Arbeit von Bergmann 
und Stather bekannt gewesen wiire. 


') Diese Zs. Bd. 165, 8S. 167 (1923). 


2) Diese Zs. Bd. 165, S. 149, 261 (1927). 
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2. Bei dem Versuche, tautomere Formen von Dioxopiperazinen und 
insbesondere die Enolform zu erhalten, haben Rossner und ich das 
Auftreten einer ungesiittigten Verbindung beobachtet. Wir sind diesem 
Befunde nachgegangen und haben zeigen kénnen, dab eine Dehydrierung 
stattgefunden hat. Fiir uns war diese Feststellung cin Nebenbefund. 
Wir sind nicht darauf ausgegangen, nun auch, nachdem Sasaki, ferner 
Bergmaun und ihre Mitarbeiter’) bereits ungesiittigte Dioxopiperazine 
dargestellt haben, was tibrigens namentlich durch die zahlreichen Ver- 
Offentlichungen von Bergmann in verschiedenen Zeitschriften ganz all- 
gemein bekannt ist, solehe zu gewinnen. Ein vorurteilsloser Blick in 
unsere Arbeit zeigt, wie der erwiihnte Befund erhoben worden ist. 
Bergmann fithrt das Beispiel des Anhydro-glycyl-serin-anhydrids an. 
In unserem Falle handelt es sich um den Austritt von Wasserstoff, 
wiihrend die genannte Verbindung unter Wasseraustritt gebildet worden ist. 

3. Bei der Darstellung optisch-aktiver Polypeptide stieBen wir unter 
anderem auf ungesiittigte Verbindungen. Wir erinnerten uns, daB Emil 
Fischer und Kénigs eine gleiche Beobachtung gemacht, sie jedoch 
nicht aufgeklirt hatten. Rossner und ich verfolgten die interessante 
Feststellung. Es liegt also auch hier nicht, wie Bergmann glaubt, 
ein Kinbruch in ein ihm zugehériges Arbeitsgebiet vor! Auch er kniipft 
an die Beobachtung von Emil Fischer und Kénigs an. Wir wollen 
uns nicht mit Bergmann dariber auseinandersetzen, inwieweit er be- 
rechtigt ist, das Studium tautomerer ungesittigter Dipeptid-anhydride 
als ein nur ihm gehérendes Arbeitsgebiet zu betrachten. Es wird sich 
nie vermeiden lassen, daB sich beim Arbeiten auf dem Gebiete der Ei- 
weiBechemie Ubersehneidungen ergeben. Wer die beiden von Rossner 
und mir veréffentlichten Arbeiten vorurteilslos liest, der mu8 den Eindruck 
erhalten, daB der Befund von ungesiittigten Verbindungen von uns nicht 
angestrebt war, vielmehr handelt es sich um Beobachtungen, die sich 
bei auf ganz andere Ziele gerichteten Arbeiten ergeben haben. 

In einem Punkt ist Max Bergmann vollkommen im Recht. 
Rossner und ich hitten auBer der Arbeit von Emil Fischer und 
Kénigs die ausfiihrlichen Untersuchungen von ihm und F. Stern und 
ferner mit E. Kann und A. Mickeley anfiihren miissen. Von der zu- 
letzt angefiihrten Arbeit erhielten wir erst durch das am 16. Miirz 1927 
zur Ausgabe gelangte Heft der Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
experimentelle Pharmakologie Kenntnis. Nachtriiglich haben wir fest- 
gestellt, da& das Chemische Zentralblatt bereits frither ein Referat ge- 
bracht hat. Es liegt ein Versiiumnis vor, das ich aufrichtig bedaure. 

') Vgl. die Literatur bei Max Bergmann, Diese Zs. Bd. 165, 
S. 167 (1927). 

















